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Die Monojodessigsiurewirkung 
auf die enzymatische Kohlenhydratspaltung. 


Von 
Einar Lundsgaard. 


(Aus dem medizinisch-physiologischen Institut der Universitat Kopenhagen.) 
(Eingegangen am 1. Februar 1930.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Wie in einer vorhergehenden Arbeit berichtet, ist mir der Nach- 
weis gelungen, da’ die Monojodessigsiure die Spaltung der Glucose 
in Milchséure in arbeitenden Muskeln aufzuheben vermag!. In 
arbeitenden, mit Monojodessigsiure vergifteten Muskeln erfolgt eine 
vollstindige Spaltung des Phosphagens; gleichzeitig scheint die hier- 
durch entbundene Phosphorséure sich unter Bildung von Hexose- 
phosphorsiure mit Hexose zu verbinden. Die hierfiir erforderliche 
Hexose muB durch Hydrolyse von Glykogen erzeugt werden, ein Vor- 
gang, welcher also von der Monojodessigsiure unbeeinfluBt zu bleiben 
scheint. In Verfolg meiner Versuche mit arbeitenden Muskeln miiBte 
man mit anderen Worten annehmen, da die Monojodessigsiure auf 
die anoxybiontische enzymatische Spaltung der Monohexosen eine 
spezifisch aufhebende Wirkung ausiibe, wihrend dagegen andere enzyma- 
tische Vorgange, wie z. B. Glykogenolyse und Phosphagenspaltung, 
von dem genannten Giftstoff unbeeinfluBt zu bleiben scheinen. 

Um méglichst diese Auffassung der Wirkungsart der Monojod- 
essigsiure bestatigt zu sehen, habe ich mich an eine Untersuchung der 
Wirkung des Stoffes auf die alkoholische Vergirung gemacht, d. h. auf 
eine anoxybiontische enzymatische Hexosespaltung, die als ein mit 
der Milchsiurebildung sehr nahe verwandter Vorgang bezeichnet 
werden darf. 

Wie bereits in meiner vorstehend erwahnten Arbeit mitgeteilt, 
vermag Monojodessigsiure in Konzentrationen von 1: 5000 die 


1 Diese Zeitschr. 217, 162, 1930. 
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alkoholische Glucosevergarung mit gew6hnlicher PreBhefe aufzuheben. 
Meine fortgesetzten diesbeziiglichen Untersuchungen zielten auf eine 
Feststellung hin, wieweit durch die Einwirkung von monojodessig- 
siurevergifteter Hefe auf Kohlenhydrate eine der in arbeitenden 
Muskeln nachgewiesenen entsprechende Hexosephosphatbildung fest- 
stellbar sei. Dies durfte von vornherein als kaum wahrscheinlich 
bezeichnet werden, da, nach den meisten friiheren Untersuchungen, 
zwischen Vergirung (Kohlendioxydbildung) und Phosphatbindung eine 
sehr enge Relation zu bestehen scheint. 


Meine ersten Versuche wurden in der Weise ausgefiihrt, daB eine 
10° ige Glucoselésung mit 5°,, frischer PreBhefe versetzt wurde nebst 
10°, einer Phosphatmischung, deren py in den verschiedenen Ver- 
suchen zwischen 5 und 7,9 schwankte. Einigen Proben wurde Monojod- 
essigsiure verschiedener Konzentration, meistens der Konzentration 
1 : 5000, beigemischt, wahrend die iibrigen als Kontrolle dienten. Die 
Proben wurden bei einer Temperatur von 29° aufbewahrt. Nach voll- 
zogener Garung der ganzen Glucosemenge der Kontrollproben wurde 
der Rotations- bzw. Reduktionswert sowie die freie Phosphatmenge 
der Monojodessigséureproben bestimmt. Ich sehe davon ab, die sich 
aus diesen Versuchen ergebenden Ziffern hier zu verzeichnen, be- 
schranke mich vielmehr auf die Mitteilung, daB ich in simtlichen Ver- 


suchen die freie Phosphatmenge unverindert, sowie gute Uberein- 
stimmung zwischen Polarisations- und Reduktionswerten gefunden 
habe. Auch in Proben, denen Phosphat nur in der Menge von 1”, 
beigemischt worden war, wurde nach 24stiindigem Stehenlassen mit 
vergifteter Hefe die freie Phosphatmenge unverandert gefunden. Eine 
Erzeugung von Hexosephosphat scheint mit anderen Worten unter 
diesen Verhaltnissen nicht stattzufinden. 


Die gute Ubereinstimmung zwischen den Reduktions- und Polari- 
sationsbestimmungen haben mich veranlaBt, mich in spateren Ver- 
suchen fiir die Zuckerbestimmungen in groBem Umfange der Polarisation 
zu bedienen. Als Beispiel des hemmenden Einflusses der Monojod- 
essigsiure auf die alkoholische Vergirung der Glucose sei folgender 
Versuch angefiihrt: 


Vier Proben von je 200 ccm Volumen, enthaltend 10°, Glucose, 
5% PreBhefe nebst 1°, einer Phosphatmischung mit einem pg von 6,1, 
wurden zubereitet. Zu zwei dieser Proben wurde mit Natriumcarbonat 
neutralisierte Monojodessigsiure zugegeben, und zwar derart, daB die 
Konzentration der einen Probe 1 : 5000, die Konzentration der anderen 
1: 10000 ausmachte. Die beiden anderen Proben dienten als Kontrolle. 
Mit ein- bis zweistiindigen Zwischenriumen wurden zur polarimetrischen 
Bestimmung der Glucosemenge Proben entnommen. 
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Enzymatische Kohlenhydratspaltung und Monojodessigsaure. 


Versuche iiber die Garungsintensitét in Proben mit normaler und mit 
vergifteter lebender Hete. (An Hand der riickstandigen Glucosemenge 
ermittelt.) 





CHAJICOOH 
1: 10000 


Kontrolle CH,JCOOH Kontrolle 
1: 5000 


Glucose Glucose Glueose Glucose 
in 9 der in %J der in %Jg der in °/y) der 
beigemischten beigemischten beigemischten beigemischten 
Menge Menge Menge Menge 
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Nach 1 Stunde . . 88,6 100,8 87,9 
2 Stunden. . 79,1 100,0 79,0 
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100,5 30,3 
100,0 15,9 
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Von dem Gedanken geleitet, daB sich die Esterifizierung der 
Hexose nur zeigen wiirde, falls die Lésung frisch abgespaltene Hexose 
enthielt, wurden einige Versuche mit Garung von Rohrzucker aus- 
gefiihrt. Auch in diesen Versuchen war indessen kaum eine Bildung von 
Hexosephosphat nachweisbar. Dagegen zeigte sich, wie zu erwarten 
war, daB die Invertierung mit unverminderter Geschwindigkeit von- 
statten ging. Als Beispiel sei folgender Versuch angefiihrt. 


Eine 10°%,ige Rohrzuckerlésung wurde mit 10°, frischer PreBhefe 
nebst neutralisierter Monojodessigsiure im Verhaltnis | : 600 versetzt. 
Da bei dieser Monojodessigsiurekonzentration kein Zuckerschwund 
eintritt, lieB sich die Invertierung aus den Polarisationswerten be- 
rechnen. 

Uninvertierter Rohrzucker in Prozenten der beigemischten Menge: 
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Es ware allerdings denkbar, daB der lahmende EinfluB der Mono- 
jodessigsiure auf die Hefe sich erst, nachdem die Einwirkung eine 
gewisse kurze Zeit gedauert hatte, geltend machte; aus dem Umstand, 
daB bei wiederholtem Rohrzuckerzusatz eine ebenso schnelle Inver- 
tierung der neuen Zufuhr stattfindet wie der ersten, geht indessen 
hervor, daB die stark abnehmende Geschwindigkeit keineswegs einer 
allmahlich eintretenden beeintrichtigenden Wirkung der Monojod- 
essigsiure zu verdanken ist. 


Da hieraus hervorzugehen scheint, dab die Monojodessigsiure 
selbst in sehr maBigen Konzentrationen einen spezifisch lahmenden 
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EinfluB auf die Zymasewirkung ausiibt, wihrend gleichzeitig ein hydro- 
lytisches Enzym wie die Invertase unbeeinfluBt blieb, habe ich ebenfalls Au 
die Wirkung auf Ptyalin zum Gegenstand einer Untersuchung gemacht. des 
Selbst nach einstiindigem Stehenlassen von stark verdiinntem Speichel 5 
mit monojodessigsaurem Natrium in einer Konzentration von 1 : 300 Lo: 
hat sich das Wirkungsvermégen des Ptyalins, Kontrollen ohne Zusatz |) die 
von Monojodessigsiure gegeniiber, vollstandig unbeeintrachtigt er- ery 
wiesen. Ma 
Hier sei noch erwahnt, daB ebenfalls die Katalase des Blutes von | Die 
Monojodessigséure der Konzentration 1: 300 unbeeinfluBt bleibt. aby 
DaB Zymase verschiedenen Giftstoffen gegeniiber empfindlicher | be 
ist als die hydrolytischen Enzyme oder z. B. Carboxylase (in meine [> Me 
Versuche nicht einbezogen), ist eine bereits bekannte Sache. Das a 
Bemerkenswerte der Ergebnisse meiner Versuche diirfte darin bestehen, Ma 
daB Monojodessigsiure in derart schwachen Konzentrationen die Ca 
Zymasewirkung vollstandig aufzuheben vermag, waihrend dahingegen We 
die hydrolysierenden Enzyme von bedeutend starkeren Konzentrationen dal 
des Stoffes vollstandig unbeeinfluBt bleiben. a 
— Da es in den Versuchen mit lebender Hefe nicht gelungen war, a 
eine Phosphatbindung nachzuweisen, wandte ich mich zu Versuchen ons 
mit einem aus getrockneter Bierhefe hergestellten Zymaseprdparat, Ko 
teils um zu untersuchen, ob die bei einem derartigen Praparat normal ger 
nachweisbare Phosphatbindung sich auch nachweisen lieBe, nachdem on 
die Garung durch Monojodessigsiure zum Aufhéren gebracht war, wie 
teils um festzustellen, ob die Monojodessigsiure mit Recht als spezifisches ois 
Gift fiir Zymase aufgefaBt werden darf, oder aber ob die Wirkung auf “_ 
lebende Hefe bloB darin bestehe, daB die Hefe getétet wird. Letzteres 
war von vornherein kaum wahrscheinlich. Die unbeeintrachtigte : 
‘ ; é ‘ ; frei 
Invertasewirkung spricht hiergegen, ebenso wie auch die durch Versuche 
konstatierte Tatsache, daB Hefe, welche eine Zeit lang der Wirkung von bh 
girungsaufhebenden Monojodessigsiurekonzentrationen ausgesetzt ge- ss 
wesen war, nach Auswaschen ihre Garungsfihigkeit allerdings nicht — 
vollstandig, jedenfalls aber in sehr groBem Umfange wiederzugewinnen 
vermochte. Wr 
Als Zymasepraparat wurde ein aus 30g Trockenhefe und 90g pe 
Wasser durch zweistiindiges Aufbewahren bei 35°  hergestellter by 
Macerationssaft verwendet. Nach Zentrifugieren in schnell drehender pe! 
Zentrifuge wurde diese Flissigkeit filtriert und direkt benutzt. Co- — 
enzym wurde aus PreBhefe durch Erhitzen auf 80°, Zentrifugieren dex 
und Filtrieren hergestellt. 
Die Phosphatlésung war eine '/; mol. Lésung aus einem Gemisch sow 
von primarem und sekundaérem Phosphat mit einem py = 6,8. ich 
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Enzymatische Kohlenhydratspaltung und Monojodessigséure. A) 


Die Kohlendioxydentwicklung wurde volumetrisch mittels Knops 
Azotometer gemessen. In den inneren Behalter der Entwicklungsflasche 
des Azotometers wurden 5 ccm der Phosphatlésung eingefiillt. Diesen 
5cem wurde in einigen Versuchen Monojodessigsiure in 1°”, iger 
Lésung beigefiigt, und zwar in derartiger Menge, dab die Konzentration 
dieses Stoffes nach Mischung der inneren und fuBeren Lésung die 
erwiinschte Hohe erreichte. Die aubere Lésung bestand aus 15 ccm 
Macerationssaft mit 10°,, Glucose nebst 5cem Coenzym_versetzt. 
Die Kohlendioxydentwicklung wurde in Perioden von 10 Minuten 
abgelesen. Die in der Entwicklungsflasche enthaltenen Lésungen 
werden vor VerschlieBung derselben mit Kohlendioxyd gesittigt. 
Vor jeder Ablesung wird die Flasche stark geschiittelt, um Ubersattigung 
der Lésungen mit Kohlendioxyd zu vermeiden. Nach stattgefundener 
Mischung von Macerationssaft, Glucose und Coenzym tritt, da sowohl 
Macerationssaft als Coenzym freies Phosphat ‘enthalt, eine kraftige 
Garung ein, welche den nach Phosphatzusatz iiblichen Verlauf zeigt. 
Wenn die Kohlendioxydentwicklung konstant geworden ist, was besagt, 
daB die ganze freie Phosphatmenge verbraucht ist, schreitet man zum 
eigentlichen Versuch durch Zusammenmischen der inneren und der 
iuBeren Lésung. Die meisten Versuche bestanden aus: 1. Phosphat- 
zusatz mit Bestimmung der hierdurch hervorgerufenen Steigerung der 
Kohlendioxydentwicklung, bzw. nachdem dieselbe wieder konstant 
geworden war; 2. Zusatz von Phosphat mit Monojodessigsiure in 
wechselnder Menge versetzt. Es war deshalb notwendig, die Ent- 
wicklungsflasche zwischen dem ersten und zweiten Teil des Versuchs 
einen Augenblick zu 6ffnen, um frische Lésung in den inneren Behalter 
zu geben!. 


In den Versuchen, in welchen auBerdem eine Bestimmung der 
freien Phosphatmenge vorgenommen worden ist, wurden unmittelbar 
vor und nach dem zuletzt erfolgenden Zusatz Proben in einer Menge von 
leem zu diesem Zwecke entnommen, ebenso wie am SchluB des Ver- 
suchs eine ahnliche Probe entnommen wurde. 


Die Phosphatbestimmungen wurden an einem proteinfreien Folin- 
Wu-Filtrat der entnommenen Proben mittels einer Modifikation von 
Briggs kolorimetrischer Methode vorgenommen. Bei Herstellung des 
Folin-Wu-Filtrats wurden die Proben im Verhiltnis 1: 10 verdiinnt. 
Es scheint, als ob die durch dieses Verfahren ermittelten Werte der 
freien Phosphatmenge etwas zu niedrig sind, was indessen die Be- 
deutung der relativen Ziffern nicht zu beeinflussen vermag. 


1 Fir gefalligen Beistand und Anleitung bei der Ausfithrung dieser 
sowie der meisten der im folgenden Aufsatz beschriebenen Versuche statte 
ich Herrn Professor Boysen Jensen meinen ergebenen Dank ab. 
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Die Ergebnisse der betreffenden Versuche sind aus den in Abb. 1 
verzeichneten Kurven am deutlichsten ersichtlich. 











Abb. 1. 
Abszisse: Zeit in Minuten. Ordinate: Kohlendioxydentwicklung in 10 Minuten, in cem an- 
gegeben. Die vordere vollgezogene Kurve stellt die Durchschnittskurve der Kohlendioxyd- 
entwicklung nach Zusatz von Phosphat allein dar. Die Kurven rechts stellen die Kohlen- 
dioxydentwickiung dar nach Zusatz von Phosphat nebst monojodessigsaurem Natrium in den 
an den Kurven verzeichneten Konzentrationen. 


Wie aus den Kurven ersichtlich, iibt die Monojodessigsiure selbst 
in einer derart schwachen Konzentration wie 1 : 15000 eine erkennbar 
beeintrachtigende Wirkung auf die Garung aus. Bei stairkeren Kon- 
zentrationen wird die Garung im Laufe der Versuchsdauer (60 Minuten) 
vollstandig aufgehoben. Aus diesen Versuchen scheint deutlich hervor- 
zugehen, daB die lahmende Wirkung der Monojodessigséure auf die 
Zymasespaltung nicht momentan eintritt, sondern daB die Einwirkung 
eine gewisse Zeit beansprucht, um ihr Maximum zu erreichen. Dies 
geht ebenfalls aus den beiden folgenden Versuchen hervor. 

Macerationssaft nebst Glucose und Coenzym wurde 1! Stunden 
mit Monojodessigsaure in Konzentrationen von 1 : 7500 bei gewohnlicher 
Zimmertemperatur stehen gelassen. Die Konzentration des anderen 
Versuchs war 1: 15000 und die Dauer des Aufbewahrens 2 Stunden. 
In beiden Fallen war die Garung vollstandig aufgehoben, auch ver- 
mochte Phosphatzusatz keine Kohlendioxydentwicklung hervorzurufen. 

Die Ergebnisse der Phosphatbestimmungen waren die folgenden: 
In den Proben, die entnommen waren, nachdem die Garungsintensitat 
nach dem ersten Phosphatzusatz konstant geworden war, wurde die 
freie Phosphatmenge gleich Null bzw. eine ganz schwache, nicht deutlich 
bestimmbare Spur gefunden. Unmittelbar nach Zusatz von Phosphat 
nebst Monojodessigséure sowie am SchluB des Versuchs, d. h. zu einem 
Zeitpunkt, wo eine etwaige Phosphatbindung hatte stattfinden miissen, 
wurde in den Proben die gleiche Menge freien Phosphats gefunden 
bzw. in der zuletzt entnommenen Probe eine unbedeutend héhere 
Menge. Auch in diesen Versuchen ist es somit nicht gelungen, eine 
der in den Muskeln nachgewiesenen entsprechende Hexosephosphat- 
bildung festzustellen. 











Abb. 1 
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Enzymatische Kohlenhydratspaltung und Monojodessigsaure. ‘ 


Da es, wie bereits erwihnt, denkbar ware, daB fiir die Entstehung 
der Hexosephosphatbindung unter diesen Verhaltnissen das Vor- 
handensein frisch abgespaltener Monohexose erforderlich sei, wurden 
mit Rohrzucker entsprechende Versuche angestellt. Auch in diesen 
Versuchen gelang es aber nicht, eine Phosphatbindung nachzuweisen, 
wenn die Garung durch Monojodessigséurezusatz zum Aufhéren gebracht 
wurde. 

Zusammenfassung. 

In Versuchen mit lebender Hefe sowie mit einem aus getrockneter 
Bierhefe hergestellten Zymasepraparat hat sich die Monojodessigsiure 
imstande erwiesen, die alkoholische Garung vollig aufzuheben. Eine 
sichere Aufhebung wird, wenn die benutzte Hefemenge eine mabige 
ist (5 bis 10 %,), durch eine Konzentration von 1 : 5000 (ungefahr m/1000) 
erreicht. Selbst weit schwichere Konzentrationen heben nach einer 
Einwirkungsdauer von einigen Stunden das Wirkungsvermégen eines 
Zymasepraparats vollstandig auf. 

Weder in Versuchen mit lebender Hefe noch mit Zymase ist eine 
Hexosephosphathildung nachweisbar, wenn die Garung durch Monojod 
essigsiure aufgehoben ist. 

Das Wirkungsvermégen von Invertase, Ptyalin und Katalase 
bleibt sogar von erheblichen Monojodessigséurekonzentrationen (1 : 300) 
unbeeinfluBt. 











Uber die Einwirkung der Monojodessigsiure 
auf den Spaltungs- und Oxydationsstoffwechsel. 


Von 


Einar Lundsgaard. 
(Aus dem medizinisch-physiologischen Institut der Universitat Kopenhagen.) 
(Eingegangen am 1. Februar 1930.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Aus meiner friiheren Arbeit tiber die chemischen Umsitze in 
arbeitenden, mit Monojodessigsiure vergifteten Muskeln (4) sowie aus 
der vorstehenden Arbeit darf man zu der SchluBfolgerung berechtigt 
sein, daB Monojodessigsiure sogar in sehr maBigen Konzentrationen 
die enzymatischen, anoxybiontischen Hexosespaltungen, bei Hefe die 
alkoholische Girung, und im animalischen Gewebe die Milchsaure- 
bildung aufzuheben vermag. Hiervon ausgehend, miibte eine Unter- 
suchung iiber den EinfluB des betreffenden Stoffes auf die oxydativen 
Prozesse sowohl bei Hefe als im tierischen Organismus mit nicht wenig 
Interesse verbunden sein. Es ware ja denkbar, daB derartige Unter- 
suchungen tiber den genetischen Zusammenhang zwischen dem an- 
oxybiontischen und dem oxybiontischen Kohlenhydratabbau oder, mit 
anderen Worten, zwischen’ dem Spaltungs- und dem Oxydationsstoff- 
wechsel Aufschlu8 zu geben vermochten. Seitdem Pfeffer (6) die 
Hypothese aufstellte, daB der Spaltungsstoffwechsel der Pflanzen ein 
unentbehrliches einleitendes Glied des weiteren oxydativen Abbaues 
sei, ist die Frage nach dem genetischen Zusammenhang zwischen dem 
Spaltungs- und dem Oxydationsstoffwechsel insbesondere innerhalb 
der Pflanzenphysiologie fortwahrend zum Gegenstand einer Besprechung 
gemacht worden. Vielfache Umstande, so z. B., wie von Boysen-Jensen (1) 
hervorgehoben, der sehr beschriankte Spaltungsstoffwechsel von 
Aspergillus, selbst bei anaeroben Bedingungen, sprechen allerdings 
gegen Pfeffers Hypothese; immerhin ist es bis jetzt nicht gelungen, 
gegen dieselbe einen endgiiltigen Beweis zu fiihren. 

Die Kohlenhydratspaltung bei Pflanzen und im animalischen 
Gewebe wird von den meisten als so nahe verwandt angesehen, daB 
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EF. Lundsgaard: Spaltungs- und Oxydationsstoffwechsel usw. 9 


mit Bezug hierauf zwischen den beiden Arten von Organismen ge- 
wohnlich keine scharfe Unterscheidung gemacht wird. Obgleich unser 
Wissen iiber die Wege des anoxybiontischen Abbaues der Kohlen- 
hydrate wahrend der letzten Jahre durch die Arbeiten von Neuberg 
eine auBerordentlich groBe Erweiterung erfahren hat, verzichten doch 
zurzeit, und zwar mit Recht, die meisten Physiologen darauf, sich mit 
Bestimmtheit iiber die Wege des oxydativen stufenweisen Hexosen- 
abbaues zu auBern. Die iiber die fiir diesen Abbau denkbaren Wege 
aufgestellten Schemata weisen indessen durchgingig den gemeinsamen 
Zug auf, daB man sich als Einleitung des Abbaues eine anoxybiontische 
Spaltung in eine C,-Kette, wohl Methylglyoxal, vorstellt. Selbst fiir 
Gewebe, in welchen sich ein Spaltungsstoffwechsel nicht deutlich 
manifestiert, wird im allgemeinen angenommen, daf ein solcher, wie 
von Warburg (7) formuliert ist, in Gestalt einer Stoffwechselphase vor- 
handen ist. 


Das etwaige Bestehen eines Spaltungsstoffwechsels selbst bei aeroben 
Bedingungen, bei denen sich solches nicht konstatieren laBt, besagt 
nicht mit Notwendigkeit, daB die anoxybiontischen Spaltungsprodukte 
auf dem Wege einer Oxydation verschwinden miissen, wahrend gleich- 
zeitig der Spaltungsstoffwechsel etwas zuriickgedringt wird. Der 
sogenannte Meyerhofsche ProzeB erklart auf andere Weise die Er- 
scheinung, daB der Spaltungsstoffwechsel mehr oder weniger vollstandig 
von dem Oxydationsstoffwechsel gedeckt wird (5), und setzt eigentlich 
nicht voraus, daB die Restitutionsenergie auf dem Wege einer Oxydation 
der Produkte des Spaltungsstoffwechsels geliefert wird. Ein bereits 
von Anfang an oxydativer Abbau der Kohlenhydrate, unabhangig von 
dem Spaltungsstoffwechsel und von den durch denselben entstehenden 
Produkten, ist sehr wohl denkbar und von mehreren Forschern bereits 
wahrscheinlich gemacht. 


Versuchsergebnisse. 
Bestimmung des Sauerstoffverbrauchs von normaler und vergifteter Hefe. 


Fiir die Versuche wurde eine 10°,ige Hefeaufschlammung (Prebhete) 
in einer 5°,igen Glucoselésung benutzt. Sobald die Gaérung gut im 
Gange war, wurden einige Proben mit monojodessigsaurem Natrium versetzt, 
wahrend andere als Kontrolle dienten. Den Proben wurde | cem entnommen 
und in Filtrierpapier aufgesogen in Mikrorespirationsapparaten nach) 
Krogh (2) angebracht. Die Bestimmungen wurden bei 25° vorgenommen. 
In den Versuchen, bei denen eine Hefemenge von 0,1 g¢ benutzt wurde, 
wurde der Sauerstoffverbrauch in Perioden von 10 Minuten abgelesen. 


In den Versuchen, bei denen auBerdem die anoxybiontische CO,-Ent - 
wicklung bestimmt wurde, ist Knops Azotometer benutzt worden. Fii 
diese Bestimmungen wurde mit Proben in Menge von 15 cem der benutzten 
Aufschlammung gearbeitet. 
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Versuch 1. 





Normal CHgJ COOH 1: 2500 
Zeit nach 0.1 g Hefe 0.1 g Hefe 
Zubereitung a a 
cmm cmm 
10 Min. 126 192 
20 ~~, 176 192 
ae 203 205 
40, 235 200 
.. 5 245 188 


Versuch 2. 





Normal CH2J COOH 1: 5000 
“a 0,1 g Hefe 0,1 g Hefe 
Zeit nacl , . . . 
Sbescitune wens - ene a} ae 
cmm cmm 
10 Min. 164 145 
20 , 230 231 
30. 215 261 
40 , 194 278 
es 194 278 
ap te 186 274 


Zur Feststellung der stattgefundenen Aufhebung der Géarung 
bei der betreffenden Konzentration wurde in der Hauptmenge der 
Lésungen der anoxybiontische Zuckerschwund im Laufe der Versuchs- 
dauer bestimmt. Der Zuckergehalt wurde am Anfang und am SchluB 
der Versuchsdauer mittels Polarisation bestimmt. 


Antang: Normal 3,75% Glucose, CH,JCOOH 3,52°, Glucose 
SchluB : “i 2,00 %% me CH,JCOOH 3,46 % 


Versuch 3. 











Normal CH,JICOOH 1: 5000 
ie ~ OlgHefe | —«*i1,5g Hefe 0.1 g Hefe 1,5 ¢ Hefe | 
Zeit nach ; ; x : 3 ‘ 

Zubereitung Sauerstoff- Anaerobe CO - Sauerstoff- Anaerobe C Op- 
verbrauch Entwicklung verbrauch Entwicklang 
in 10 Min. in 10 Min. in 10 Min. in 10 Min. 

emm com cmm com 
10 Min. 204 5,5 124 0 
20 =, 260 10,0 165 0 
ee 234 7,5 193 0 
40 , 234 7,0 227 0 
aa 226 9,2 244 0 





SS Bo aa & 
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Versuch 4. 








Normal CHgJ COOH 1: 500 


0.1 g Hefe 
Sauerstoff- 





ato 0,1 g Hefe- 1.5 g Hefe : 
Hott nach Sauerstoff- Anaerobe COp>- 


1.5 g Hefe ji 
Anaerobe CO 2- 


Zubereitung 
aeeetang verbrauch Entwicklung verbrauch Entwicklung 
in 10 Min. in 10 Min. in 10 Min in 10 Min 
cmm ecm ecmm ceem 
10 Min. 186 9.3 210 0 
ae 226 7,5 236 0 
oS , 230 11,7 253 0 
40 , 247 9.0 261 0 
a 247 9.9 270 0 


Versuch 5. 





CHZICOOH 1: 5000 


Normal 


Zeit nach 


0.1 g Hefe _ 


‘1.3 g Hefe 


0.1 ¢ Hefe 


1.5 @ Hefe 


Zuberei » Sauerstoff- Anaerobe CO,- Sauerstoff- \naerobe CC Op9- 
nesiaeteaaaiee verbrauch Entwicklung verbrauch Entw icklung 
in 10 Min. in 10 Min in 10 Min in 10 Min. 
cmm ecm cmm com 
10 Min. 178 8,0 206 0 
20 , 230 9,0 231 0 
my >» 238 9,9 257 0 
40, 246 9,6 266 0 
ae 246 9,1 274 0 


Glucosebestimmungen in den Azotometerproben : 


Anfang 3.33 8,70% 
ee 


3,76 % 


Die aus der Normalprobe verschwundene Glucosemenge betrug 223 mg, 
wahrend der erzeugten CO,-Menge von 45,6ccem ein Zuckerschwund von 


184 mg entsprechen miiBte. 


zwischen Anfangs- und SchluBwert innerhalb der Fehlergrenze. 


In der vergifteten Probe liegt die Differenz 


Ein ganz 


abhnlicher Versuch ergab in der Normalprobe einen Zuckerschwund von 
214 mg, in der vergifteten Probe gar keinen. Die gefundene CO,-Entwick- 


lung betrug 47 cem, was einem Zuckerschwund von 


Versuch 6. 


189 mg entspricht. 





Normal 
0.1 g Hefe 


Zeit nach Zubereitung Sauerstoffverbrauch 


CH,JI COOH 1: 5000 
0.1 g Hefe 
Sauerstoffverbrauch 


in 10 Min. in 10 Min 

emm emm 
30 Min. 105 216 
1,5 Std. 230 199 
! ae 221 182 
85 212 176 
aes 204 156 
n> 195 130 
| 186 130 

















E 





Lundsgaard : 


Versuch 7. 
Fiir diesen Versuch wurde lccm einer 1°,igen Hefeaufschlammung in 
5°%iger Glucoselésung benutzt, und der Sauerstoffverbrauch wurde in 
Perioden von 1,5 Stunden bestimmt. 





Normal CHgJCOOH 1 : 50000 
0,01 g Hefe 0,01 g Hefe 
Zeit nach Zubereitung Sauerstoffverbrauch Sauerstoffverbrauch 
in 1,5 Std. in 1,5 Std. 
cemm emm 
0 bis 1,5 Std. 260 245 
Ls. % 2 282 279 
ee is 214 234 
18,5 , 20 é 258 155 
‘pee s 223 144 
“a 5 Rees. 223 142 


Zur Untersuchung der Resistenz von monojodessigsdurevergifteter 
Hefe einer Anaerobiose gegeniiber wurde der nachstehende Versuch 
ausgefiihrt. 


Versuch 8. 


In einen Rezipienten wurden 200 ccm einer 10 °,igen Hefeaufschlim- 
mung in einer 5°,igen mit CH,J COOH im Verhaltnis 1 : 5000 versetzten 
Glucoselésung eingefiillt. Der Rezipient wurde evakuiert, wonach Wasser- 
stoff zugefiihrt wurde. Die Probe wurde im Wasserbad bei 25° aufbewahrt. 
Durch den unteren Hahn des Rezipienten wurden mit Zwischenréumen 
Proben entnommen, wahrend gleichzeitig durch den oberen Hahn Wasser- 
stoff zugeleitet wurde. Auf diese Weise wurde eine strenge Anaerobiose 
aufrechterhalten. 


‘ leem der éntnommenen Probe wurde in gewoéhnlicher Weise in den 
Mikrorespirationsapparat gebracht, und der Sauerstoffverbrauch wurde in 
Perioden von verschiedener Dauer je nach der Intensitaét der Oxydation 
bestimmt. Um die Ubersicht zu erleichtern, wird der Sauerstoff hier pro 
10 Minuten angegeben. 





Probe entnommen nach Sauerstoffverbrauch in 10 Min 
Stunden Anaerobiose emm 
0 201 
1 140 
3 65 
5 17 
7 5* nach dreistiindiger Aerobiose 7,5 
24 2* nach achtstiindiger Aerobiose 2 


* Probe dreimal ausgewaschen und in 5°/siger Glucoselésung aufgeschlammt. 
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Wahrend Monojodessigsiure der betreffenden Konzentration, wie 
der Versuch 7 ausweist, die Oxydationsintensitat im Laufe der ersten 
7 Stunden nicht abschwacht und nach Verlauf von 24 Stunden nur um 
ungefihr 40°,, herabsetzt, nimmt das Oxydationsvermégen bei An- 
aerobiose schnell und stark ab. Eine ausgesprochene Restitution 
wurde wahrend der darauffolgenden Aerobiose innerhalb der Observa- 
tionsdauer nicht wahrgenommen. 


Versuche tiber anoxybiontische und oxybiontische C 0O,-Entwicklung bei 
normaler und bei monojodessigsiurevergifteter Hefe. 


(Bestimmung des Quotienten I/N.) 


F¥iir simtliche Versuche wurde eine 10°%,ige Hefeaufschlammung in 
einer 10°,igen Glucoselésung benutzt. Sobald die Garung gut im Gange 
war, wurden 4cem der Aufschlimmung in Filtrierpapier aufgesogen und in 
den beiden Schenkeln eines U-Rohres angebracht. Durch das Rohr wurde 
ein Strom von atmospharischer Luft oder Wasserstoff geleitet. Das Kohlen- 
dioxyd wurde in Barytwasser absorbiert und durch Titrieren mit Salz- 
siure bestimmt. Die Versuche wurden bei einer Temperatur von 25° vor- 
genommen. 


CO,-Entwicklung in Milligramm pro 15 Minuten. 





1 3 3 4 5 
ae | een | OE | cee | eee 
oa 1.78 4.28 2.6 4,12 2.23 
Jutt . 
: 1,70 4.32 214 3.84 2.44 
1,27 5.28 1,40 5,52 1,37 
| 0,38 6,52 0,29 6.48 0,50 
Wasserstoff iiveniie 
| 0,048 6,72 0,048 7,16 0,38 
0,048 6,60 0.024 6.24 0.38 
0,55 5.00 0,36 4.90 0,98 
ae | 0,91 3.94 0,94 3,92 1,80 
sutt . 
7 | 1,01 3,42 1.26 3.84 2.18 
1,28 1,22 218 


Das Verhaltnis zwischen anoxybiontisch und oxybiontisch erzeugtem 
Kohlendioxyd stellte sich in den Versuchen mit durch monojodessigsaures 
Natrium der Konzentration 1: 5000 (ungefihr m/1000) vergifteter Hefe 
auf 0,027 bzw. 0,011, wahrend der Quotient der entsprechenden Normal- 
versuche 1,57 bzw. 1,79 ist. In dem Versuch mit Monojodessigsiure der 
Konzentration 1: 10000 scheint ein schwaches Garungsvermégen zuriick- 
geblieben zu sein. allerdings nur in einer Héhe von ungefahr 6°, des 
normalen. 
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Der héchst bemerkenswerte Unterschied im Verhalten von ver- 
gifteter und von normaler Hefe ist deutlicher als aus der Tabelle aus 
der Kurve 1 ersichtlich, welche die Versuche 3 und 4 illustriert. 

















Abb. 1. 


Kohlendioxyderzeugung von normaler und vergifteter Hefe in atmosphirischer Luft bzw. in 
Wasserstoff. 
Abszisse: Zeit. Ordinate: Kohlendioxyd in 15 Minuten in Milligramm angegeben. 


Versuche iiber den respiratorischen Quotienten und den aeroben Zucker- 
verbrauch bei normaler und bei monojodessigsiurevergifteter Hefe. 


Es wurde eine 10°,ige Hefeaufschliammung in 10° ,iger Glucose- 
lésung benutzt. 20cem dieser Aufschlammung wurden in groBen Stiicken 
Filtrierpapier aufgesogen, die in 10 Liter fassenden Flaschen angebracht 
wurden. Die Flaschen waren mit gut schlieBenden Stopfen versehen 
sowie mit einem Hahn, welcher die Entnahme von Luftproben zur 
Analyse erméglichte. Ein Versuch mit normaler Hefe und ein Versuch mit 
durch monojodessigsaures Natrium der Konzentration 1: 5000 vergifteter 
Hefe wurden ausgefiihrt. Gleich groBe Proben der normalen und der ver- 
gifteten Lésung, in Filtrierpapier aufgesogen, wurden sofort mit 70°, igem 
Alkohol iibergossen und zur Extraktion der Glucose stehen gelassen. Am 
Schlu® des Versuchs wurden die fiir den Respirationsversuch verwendeten 
Prcben in gleicher Weise behandelt. Nach 24stiindiger Extraktion wurde 
der Alkohol abfiltriert. Nach Entnahme eines aliquoten Teiles wurde 
dieser eingedampft, wonach der Riickstand in 20 cem Wasser gelést wurde. 
Die in dieser Weise gewonnenen Glucoselésungen konnten nach dem 
Zentrifugieren zu einer polarimetrischen Bestimmung des Glucosegehalts 
dienen. Die benutzten Rohre hatten eine Lange von 10cm. Der Apparat 
erméglicht eine sichere Ablesung von 0,01°, so daB die polarimetrische 
Bestimmung mit sehr groBer Genauigkeit erfolgen kann. 


2g normaler Hefe zeigten nach einer Versuchsdauer von 11 Stunden 
40 Minuten: 


CO,-Entwicklung: 380 ccm | o* 1.38 


O,-Verbrauch : 275 ccm | 
hieraus laBt sich berechnen: 
eee arr ere, © 
Cd ee eee ee 
Im ganzen. .... 0,793 g 


Polarimetrisch ermittelter Glucoseschwund . . 1,084¢ 
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2g mit monojodessigsaurem Natrium vergifteter Hefe zeigten nach 
einer Versuchsdauer von 21 Stunden: 
‘ rl af . ° — 
( O,-Entwic klung: 180 ec m) Q. = 0,99 
O,-Verbrauch : 185 ,, } aren 
hieraus laBt sich berechnen: 
Oxydierte Glucose . i ae ee . 0,246 ¢ 
Polarimetrisch ermittelter Glucoseschwund . . 0,535 ¢ 


A ee ea ee ear aes 


Der Unterschied sowohl des respiratorischen Quotienten als des 
Zuckerschwunds bei normaler und bei vergifteter Hefe tritt stark 
hervor. Die Differenzen zwischen berechnetem und direkt bestimmtem 
Zuckerschwund, deren absolute Héhe in beiden Versuchen die gleiche 
ist, sind kaum gréBer, als zu erwarten ist, und miissen auf einen 
Glucoseverbrauch fiir Synthesen zuriickzufiihren sein. 


Bestimmung der Sauerstoffaufnahme bei Fréschen vor und nach 
Monojodessigsiurevergiftung. 





Tabelle I. 
Frosch 1 Frosch 2 Frosch 3 
ecem Sauerstoff ecem Sauerstoft cem Sauerstofl 
pro Std. pro Std. pro Std. 
2h35' 3,28 
3 00 3,08 2h00' 3,89 155’ 2,77 
3 25 3,12 2 20 8,92 2 20 2,65 
3 45 CH,JCOOH subkut. |2 40 CH,JCOOH subkut. 2 45 CH,JCOOH subkut. 
4 35 2,92 2 50 4,28 3 00 2,77 
4 45 3,96 8 15 5,50 ° 3 30 5,12 
5 05 2,97 3 30 4,12 4 00 2,63 
5 30 2,30 3 45 3,95 3 20 2,30 


Tabelle II. 


(In den angekreuzten Perioden wurde das Tier 4 bis 5 Sektinden im Anfang 
der Periode durch Induktionssté8e gereizt.) 





Frosch 3 


Frosch 1 Frosch 2 
eem Sauerstoff cem Sauerstoff cem Sauerstott 
pro Std. pro Std. pro Std. 
1h45’ 3,04 1h20’ | 3,19 
2 10 3,10 1 40 3,16 
2 357 7,28 2107 6,25 
2 50 5,10 2 25 4,05 11h10’ 3,33 
3 15 3,70 2 55 3,49 10 30 38,39 
3 45 CH,JCOOH subkut. |3 15 CH,JCOOH subkut. 10 50 CH,JCOOH subkut. 
4 00 4,7 30 3,43 10 10 3,31 
415 5,7 3 50 3,33 11 25 4,51 
4 357 5,85 14 057+ 4,72 11 45 4,00 
4 50 3,41 4 30 3,33 12 007 3,52 
5 15 2,86 
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Der Sauerstoffverbrauch wurde in diesen Versuchen miittels einer 
etwas modifizierten Form des von Krogh (3) angegebenen Respirations- 
apparats fiir kleinere Tiere bestimmt. In meinem Apparat zirkulierte 
die Luft in demjenigen Teile des Apparats, in welchem das Tier unter- 
gebracht ist, mittels einer Prytzschen Pumpe durch einen Natron- 
kalkturm. Die Ablesungen erfolgten in der Weise, daB die fir den 
Verbrauch von 1 ccm Sauerstoff beanspruchte Zeit abgelesen wurde. 
Die in den Tabellen angegebenen Zeitpunkte beziehen sich auf die 
Mitte der verschiedenen Perioden. Die Hinterbeine der benutzten 
Tiere waren durch Durchschneiden von Plexus lumbalis gelahmt, 
um bei den Versuchstieren méglichst grobe Ruhe_ herbeizufiihren. 
In simtlichen Versuchen wurden 0,4 mg Monojodessigsiure pro Gramm 
Kérpergewicht benutzt, von welcher Dosis aus meinen friiheren Ver- 
suchen (4) mit Sicherheit bekannt ist, da sie im Laufe von 30 bis 
45 Minuten das Milchsaurebildungsvermégen der Muskeln aufhebt. 
Die Injektionen wurden durch eine in den dorsalen Lymphsack ein- 
gelegte Kaniile vorgenommen, welche mit einem luftdicht durch den 
Apparat hinausfiihrenden Gummischlauch in Verbindung steht. Der 
Reiz erfolgte mittels zweier Elektroden, welche im Wasser am Boden 
des Behilters angebracht sind, in welchem sich das Tier aufhilt. 
Sowohl Injektion als Reiz lieSen sich somit ohne Offnung des Apparats 
durchfiihren. 

Aus den Versuchen sowohl der Tabelle I als der Tabelle II stellt 
sich heraus, daB die Oxydationsintensitaét zu einem Zeitpunkt, an 
welchem die anoxybiontische Kohlenhydratspaltung (die Glykolyse) 
mit Sicherheit als aufgehoben betrachtet werden darf, noch die normale 
Héhe hat. Dies entspricht sehr gut den Ergebnissen meiner Versuche 
mit Hefe und ist zugleich die einzige Tatsache, welche sich mit Sicherheit 
aus den Versuchen mit Fréschen feststellen laBt. 

Des weiteren zeigt sich, da 30 bis 45 Minuten nach der Mono- 
jodessigsiuregabe eine Steigerung der Oxydationsintensitat eintritt, 
wonach dieselbe allmahlich abnimmt. (Die in Anwendung gebrachte 
Dosis ist so groB, daB sie das Tier im Laufe von 2 bis 3 Stunden tétet.) 
Ich sehe im Augenblick davon ab, mich auf eine naihere Deutung dieser 
Oxydationssteigerung einzulassen. 

Die in der Tabelle II mitgeteilten Versuche bezwecken eine Unter- 
suchung dariiber, ob Muskelkontraktionen, die zu einem Zeitpunkt der 
Vergiftung erfolgen, in welchem die Milchsdéurebildung aufgehoben sein 
muB, den Sauerstoffverbrauch in gleicher Weise wie unter normalen 
Verhaltnissen beeinflussen. Die Deutung dieser Versuche wird indessen 
durch die auch ohne Reiz eintretende Steigerung erheblich erschwert ; 
nur so viel laBt sich sagen, daB anscheinend in den Reizversuchen 
keine gréBere Steigerung der Oxydation eintritt als in den von keinem 
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Reiz begleiteten Versuchen. Die endgiiltige Entscheidung dariiber, ob 
,milchsdurefreie’ Muskelkontraktionen eine gesteigerte Oxydation 
herbeifiihren, muB durch Versuche mit isolierten Muskeln erfolgen. 


Diskussion, 

Durch diese Untersuchungen diirfte die alte, viel diskutierte Frage 
nach dem genetischen Zusammenhang zwischen der anoxybiontischen 
und oxybiontischen Zuckerzersetzung ihre Entscheidung gefunden 
haben. Es geht aus den Untersuchungen hervor, daB man die erstere 
ausschalten kann, ohne da dadurch die letztere beeintrachtigt wird. 
Daf} auch keine partielle anoxybiontische Spaltung, die nur nicht zu 
CO,-Bildung fihrt, in meinen Versuchen stattfindet, geht aus dem 
Umstand hervor, daB kein anaerober Zuckerschwund nach Zusatz 
von Monojodessigsiure nachweisbar ist. ; 

Es ist durch Zusatz von Monojodessigsiure mdéglich, den respirato- 
rischen Stoffwechsel der Hefe véllig umzugestalten. Bei der Brennerei- 
hefe ist normal der anoxybiontische Stoffwechsel so ausgiebig, daB 
er auch bei Sauerstoffzutritt besteht. Durch Zusatz von Monojod- 
essigsdure wird dieser anoxybiontische Stoffwechsel beinahe vollstandig 
aufgehoben, so da® sich bei Sauerstoffzufuhr ein respiratorischer 
Quotient von 1 herausstellt, und bei Untersuchung des Quotienten J/N 
verhalt sich die Hefe dann wie ein Aspergillus, bei dem die anoxy- 
biontische Zuckerspaltung normal verschwindend klein ist. 

Auch im tierischen Organismus scheinen die oxydativen Prozesse 
ungestért weiter verlaufen zu kénnen, nachdem die anoxybiontische 
Spaltung von Monosen (die Glykolyse) als sicher aufgelioben betrachtet 
werden muB. : 

Da, wie von Warburg (7) nachgewiesen, der Stoffwechsel des 
Tumorgewebes demjenigen des normalen Gewebes gegeniiber durch 
einen den Oxydationsstoffwechsel tiberwiegenden Spaltungsstoffwechsel 
gekennzeichnet ist, so daB der Stoffwechseltypus der malignen Tumoren 
als dem von Kulturhefe ahnlich bezeichnet werden darf, ergibt sich aus 
den Ergebnissen dieser Untersuchungen unmittelbar der Gedanke, 
daB es durch Monojodessigsiure méglich sein miiBte, den Stoffwechsel 
des Tumorgewebes nach der Richtung desjenigen des normalen Gewebes 
hinzulenken, und zwar in gleicher Weise, wie es Warburg gelungen ist, 
den Stoffwechseltypus des normalen embryonalen Gewebes durch 
Blausdure in den fiir Tumoren charakteristischen Typus umzuwandeln. 
Die Hoffnung ist deshalb berechtigt, daB es auf diesem Wege méglich 
sein werde, ein Urteil iiber die Bedeutung des starken Spaltungsstoff- 
wechsels fiir die Biologie der Tumorzellen zu gewinnen. 

Da es fernerhin nicht aufBerhalb des Bereichs der Méglichkeit 
liegen diirfte, daB die Monojodessigsiure durch ihre spezifische Ein- 
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wirkung auf den Spaltungsstoffwechsel das Wachstum der malignen 
Tumoren zu beeinflussen imstande wire, habe ich versuchsweise tagliche 
subkutane Injektionen maBiger Mengen des Stoffes an einer Reihe 
von Mausen mit sehr schnell wachsendem Carcinom vorgenommen!. 
Die nicht unerhebliche Giftigkeit des Stoffes, sowie insbesondere dessen 
lokalreizende Wirkung haben der Durchfiihrung dieser Versuche einige 
Schwierigkeiten bereitet; die bis heute vorliegenden Ergebnisse der- 
selben sind dementsprechend auch nicht als besonders ermutigend zu 
bezeichnen, immerhin berechtigen einzelne Wahrnehmungen zu einer 
Fortsetzung der Versuche. 


SchluBfolgerung. 


In der Monojodessigsiurevergiftung verfiigen wir iiber eine Methode, 
die uns die Trennung des Spaltungs- und des Oxydationsstoffwechsels 
erméglicht, indem die Monojodessigséure den ersteren aufzuheben ver- 
mag, ohne den letzteren nennenswert zu beeinflussen. 
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1 Herrn Professor Poul Moller statte ich meinen ergebenen Dank ab 
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Biochemische Gravimetriemethoden. 


I. Mitteilung: 
Bestimmung von Eiweiffraktionen in K dérpersiften. 


Von 


L. Jendrassik und K. Krigl. 
(Aus der medizinischen Klinik der Universitat Pécs, Ungarn'.) 
(Eingegangen am 11. Januar 1930.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Unter den mikro- und halbmikroanalytischen Verfahren, welche 
sich im Arbeitsgebiet physiologischer und pathologischer Forschung 
in der letzten Zeit so verbreitet haben, iiberwiegen weitaus die titri- 
metrischen und kolorimetrischen Methoden. Die Gravimetrie, welche 
in der allgemeinen chemischen Analyse eine so wichtige Stellung ein- 
nimmt, spielt heute in der Biochemie keine ernste Rolle. 

Den Verzicht auf die Gewichtsanalyse erklirt in vielen Fallen 
geniigend der Umstand, daB8 die zu ermittelnden Bestandteile im 
vorraitigen Material nur in praktisch unmeBSbar kleinen Mengen vor- 
kommen. Oft spricht aber nur der Gesichtspunkt der Einfachheit 
gegen die Gravimetrie. Zur Entscheidung physiologischer und patho- 
logischer Fragen sind meistens Reihenversuche notwendig, welche 
nur mittels einfacher Methoden 6konomisch ausfiihrbar sind. Eine 
Komplikation der Gravimetrie bildet die Benutzung der analytischen 
Waage, welche heute noch von einer idealen Einfachheit weit entfernt 
ist. Die zweite Schwierigkeit aber, die noch viel zeitraubender ist, 
liegt in der Isolierung und im Waschen des Niederschlages. 

Auf die Gravimetrie zu verzichten ist aber sicher ein schwerer 
Verlust. In zahlreichen Fillen bedeutet sie die zuverliissigste und 
exakteste Methode. Wir halten es daher fiir lohnend, Mittel und Wege 
zu suchen, durch die die heutigen Schwierigkeiten der Gewichtsanalyse 
behoben werden kénnen. 

Ein gegebener Fall zeigte uns, daB dies durchaus médglich ist. 
Im Laufe anderer Untersuchungen hatten wir ein Verfahren ndotig, 


' Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der staatlichen Stiftung fiir die 
Naturwissenschaften. 
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welches den Proteingehalt von Eiereiweif schnell und einfach zu_ be- 
stimmen gestattet. Keine der damals uns bekannten Methoden er- 
wies sich als zweckmaBbig. Gut bewahrte sich aber die Gewichtsanalyse. 
wenn wir das Filtrieren und Waschen unter Saugen mit geeigneten 
Stoffiltern und die Wagung mit der Torsionswaage vornahmen. Wir 
arbeiteten spiiter die Methede auch zu der Bestimmung von Eiweib- 
fraktionen der Koérpersafte aus, woriiber wir untenstehend berichten 
wollen. 

Wir glauben, daB das Prinzip des Verfahrens auch fiir andere 
Bestimmungen verwendbar sein wird und es vielleicht gelingen wird. 
einen Teil der biochemischen Mikro- und Halbmikromethoden in 
gravimetrische umzuarbeiten. Das Wesentliche an unserem Vorgehen 
ist, daB die Isolierung des Niederschlages auf einer Nutsche geschieht 
und auf der Torsionswaage nur das Filterscheibchen mit dem Nieder- 
schlag gewogen wird. Die GréBe und das Material des Filters, ebenso 
die Empfindlichkeit und der MeBbereich der Torsionswaage kénnen 
je nach dem Zweck verschieden sein. 


Die Anwendung der Torsionswaage zur Gewichtsanalyse in unsere! 
Methode ist natiirlich nicht neu. In der eigentlichen organischen Mikro- 
analyse werden hochempfindliche Torsionswaagen zu solchen Zwecken zur 
Geniige benutzt. Aber auch in der biochemischen Methodik J. Bangs 
spielte die Torsionswaage eine wichtige Rolle. Die Durchsicht der neueren 
Literatur zeigte ferner, daB zur Bestimmung von EiweiBfraktionen Star- 
linger und Hartl (2) die Torsionswaage bereits empfohlen und diesen Weg 
in Verfolgung pathologischer Fragestellungen griindlich ausgenutzt haben. 

Hiervon abgesehen wird aber sowohl die Torsionsweage wie die Gravi- 
metrie tberhaupt in der heutigen biochemischen und klinischen Labora- 
toriumstychnik fast nicht verwendet. 

Die bisherigen Methoden der EiweiBbestimmung waren, auGer der gravi- 
metrischen, die Kjeldahlmethode, die refraktometrische (interferometrische), 
die kombinierte viskosirefraktometrische, nephelometrische, diaphano- 
metrische, polarimetrische und kolorimetrische. Zu diesen gesellt sich auch 
ein Verfahren, welches aus dem gebundenen Anteil des Fallungsmittels 
auf den EiweiBgehalt schlieBt. Mit der Kritik all dieser Verfahren brauchen 
wir uns nicht néher zu befassen, da eine solche in der Arbeit von Starlinge? 
und Hartl enthalten ist. Mit dem Vergleich mehrerer Eiweiibestimmungs- 
methoden befaBt sich auch die Arbeit von D. Deseé (5), mit dem Vergleich 
der nephelometrischen und einer gravimetrischen die von Rusznydk und 
Erdés (22).  Starlinger betrachtet die gravimetrische als die beste und 
zuverlassigste Methode. Wir glauben, diese Behauptung bleibt auch dann 
giltig, wenn wir die Gravimetrie mit den neuesten Arten der Eiweib- 
bestimmungen vergleichen. 

Diese Methoden sind zum Teil mikrovolumetrische [siehe Literatur (7), 
(8). (9)], dem Prinzip von H. J. Hamburger analog, zum Teil kolorimetrische 
Methoden [(15), (16), (17), (18)]. Gorter und Grendel ermitteln den Eiweib- 
gehalt durch Messung der Oberfliche, die die monomolekulare Eiweils- 
schicht einnimmt [(10), vgl. dazu (11)]. Wieder andere Verfahren griinden 
sich auf den EinfluB des EiweiBes auf gewisse Farbstoffe [(12), (13), (14), (23). 
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Durch S. Toth wird zur Trennung der EiweiBfraktionen die Elektrodialyse 
herangezogen. Die Bestimmung selber wird dabei nach Ajeldahl aus- 
gefithrt (19). 

AuBer der gravimetrischen Methode kennen wir nur die KAjeldahl-, 
die refraktometrische und gewisse nephelometrische Methoden aus eigenet 
Erfahrung. Wir glauben aber, da8 in Hinsicht aut Einfachheit und Exaktheit 
keines der oben angefithrten Verfahren sich mit einer verbesserten gravi- 
metrischen Technik messen kann. Eine Ausnahme bildet die Bestimmung 
sehr kleiner EiweiBmengen (z. B. in Liquor cerebrospinalis), wofiir einige 
von ihnen von Nutzen sein kénnten. 

Von den gravimetrischen Methoden, die uns hier besonders in- 
teressieren, muB das Verfahren von Knipping und Kowitz erwahnt werden. 
Dieses ist aber noch ziemlich umstaéndlich, auch fehlerhaft, wie dies durch 
Starlinger und Hartl gezeigt wurde. Letztere Autoren eliminierten diese 
Fehlerquellen und verwandten auBerdem zur Wagung des Niederschlags 
die Torsionswaage. Bei ihrer Methode wird aber der Niederschlag auch 
auf Papierfilter und Trichter isoliert und gewaschen, was beim Eiweil 
immer eine recht langwierige Prozedur bedeutet. 

E. Fried kehrt wieder zur analytischen Waage zuriick. In einer hierfiir 
konstruierten gréBeren Saugvorrichtung (welche die gleichzeitige Be- 
arbeitung mehrerer Proben erméglicht), fangt er die Niederschlage auf 
Asbestfiltern auf und wagt sie mitsamt den Trichtern. Ein Vorteil dieses 
Verfahrens ist, daB es die Bestimmung kleiner EiweiBmengen erméglicht. 


Unser Verfahren. 


Sein Vorteil besteht dem vorerwahnten gegeniiber im schnellen 
Isolieren und Waschen des Niederschlages. Das Waschen des Eiweib- 
prazipitates auf dem Trichter und auf dem Papier ist immer ein lang- 
wieriger und zeitraubender ProzeB, selbst bei gleichzeitiger Bearbeit-ing 
vieler Proben. Als bestes Filter zum Zwecke der EiweiSbestimmung 
eignet sich ein Lappchen Barchent. Man kann auf der Nutsche auch 
Filtrierpapier verwenden (z. B. Schleicher und Schiillsches Nr. 597, 598 
und 859 II), das Waschen beansprucht dann aber eine betrichtlich 
langere Zeit. Im Gebrauch bewahrte sich gut Watte mit éinem darunter- 
gelegten Leinenstiickchen. Letzteres war nétig, um die aus der Watte 
ausgewaschenen Partikelchen aufzufangen, welche sonst einen unregel- 
maBigen Gewichtsverlust hervorbringen kénnten. Die Leinwand 
halt diese zuriick und verhindert daher diesen Fehler. Die Herstellung 
dieser Leinen-Watte-Filter beansprucht aber eine gewisse Sorgfalt. 
Die Watteschicht muB eben eine gewisse Dicke haben, sie mu iiberall 
gleichmaBig sein usw. Schon darum ist die Verwendung des Barchents 
vorteilhaft. Er vereinigt in sich die notwendigen Eigenschaften von 
Leinwand und Watte. Er mu8 mit der wattierten Seite nach oben 
auf die perforierte Platte der Nutsche gelegt werden. Die Dicke des 
Filters kann durch sein Gewicht definiert werden. Das Gewicht des 
Filters von 3,5cm Durchmesser (wir verwenden immer diese GriBe) 
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soll zwischen 300 und 400 mg betragen. Der Barchentstoff (am besten 
wei, von iiberall gleichmaBiger Beschaffenheit) muB vor dem Gebrauch 
gut ausgekocht werden. Nachdem er ausgepreBt und getrocknet ist, 
schneiden wir aus einem gréBeren Stiick die einzelnen Filter aus, und 
zwar mit Hilfe eines Blechscheibchens von der gewiinschten Grobe, 
immer gleichzeitig eine grébere Zahl. Die Filter waschen wir mit 
Alkohol-Ather und legen sie an numerierten Stellen von Petrischalen 
fiir *, Stunden in den Warmeschrank bei 105 bis 115° C. 


Nach diesem Trocknen erfolgt das Abwagen auf der Torsionswaage. 
Unser Instrument ist eine Waage von Hartmann und Braun mit einem 
MeBbereich von 200 bis 500 mg (fiir EiweiBbestimmungen wire eine 
Waage bis zu 1000 mg noch besser brauchbar, wobei man dickere 
Barchentstiicke verwenden und starker saugen kénnte). Zum Auf. 
hangen der Filter an der Waage ist am besten ein 7 bis 8cm langes 
diinnes Drahthikchen mit zugespitztem Ende geeignet. Der Barchent 
laBt sich leicht an ein solches hangen. Der stérende Einflub etwaiger 
Luftstrémung ist auszuschlieBen, indem man eine leere Schachtel 
von entsprechender GréBe iiber den rechten Teil der Waage stiilpt. 
Bei dem Wagen mu man sich dariiber klar sein, dab das Gewicht 
des getrockneten Barchentfilters an der Luft sehr schnell zunimmt 
(mit 0,5 bis 1 mg in der Minute). Wir nehmen daher aus dem warmen 
Warmeschrank immer nur eine 3 bis 4 Filter enthaltende Petrischale 
heraus, geben sie in einen CaCl,-Exsikkator, stellen letzteren neben die 
Waage und fiihren das Wagen immer in der Reihenfolge der Zahlen 
ohne jeden Zeitverlust aus. Der Exsikkator wird dabei selbstverstandlich 
nur bei der Herausnahme der ginzelnen Filter geéffnet. Es ist immer 
am besten, jedesmal, das Gewicht einer gréBeren Zahl von Filtern 
zu ermitteln, welche in den numerierten Schalen an einem staubfreien 
Ort lange Zeit aufbewahrt werden kénnen. 

Die Gewichtsbestimmung ist ohne Exsikkator nicht gut ausfithrbar. 
An der Luft erfolgt zwar die Gewichtszunahme schnell, der Gleichgewichts- 
zustand stellt sich jedoch auch nach geraumer Zeit (auch nach Stunden) 
nicht ein, die erhaltenen Werte sind schwankend. Auch im Exsikkator 
diirfen die Filter nicht lange verweilen. Eine Gewichtszunahme findet 
auch hier statt, wenn auch fiinf- bis zehnmal langsamer als an der Luft. 

Die Nutsche, die wir verwenden, ist trichterférmig, aus Porzellan, 
deren oberer Durchmesser 70 mm, der der perforierten Platte 26 mm 
betragt. Sie wird auf eine Saugflasche von 500 oder 1000ccm gesetzt, 
und diese wird mit einer Wasserstrahlpumpe verbunden. 

Die Bestimmung der Eiweifstoffe im Serum. Wir  bestimmen 
einerseits das GesamteiweiB, andererseits die nach Ammonsulfat- 
halbsattigung zuriickbleibende Fraktion (die ,,Albumine‘‘). Zur Fallung 
erwies sich am besten das Kochen in Anwesenheit von Trichloressigsaure. 








—— — re 








ten 
ich 
ist, 
ind 
Be, 
mit 
len 


ge. 
em 
ine 
ere 
uf. 
ges 
ent 
ger 
itel 
pt. 
cht 
mt 
1en 
ale 
die 
len 
ich 
ner 
ern 
‘ien 


ar. 
its- 
len) 
tor 
det 


an, 
nm 
tzt, 


nen 
fat - 
Ing 
ire. 








Biochemische Gravimetriemethoden. I. 23 


Gesamteiweth. 0,5 ccm Serum + 4cem H,O -+- 1,5 ccm gesiattigtes 
Ammonsulfat? + 1.5 cem 10° ,ige Trichloressigsiure (in einem 50 ccm 
fassenden Jenenser Philipsbecher). Aufkochen ein- bis zweimal iiber freier 
Flamme. Es sind womdéglich immer zwei Parallelproben auszufiihren. 

Albumin. 3 ccm Serum + 6 ccm H,O + 9 cem gesittigtes Ammon- 
sulfat. Filtrieren (z. B. mit Nr. 597). Mit dem Filtrat werden je zwei 
Bestimmungen ausgefiihrt, zu jedem werden 6 ccm Filtrat mit 1,5 ccm 
Trichloressigsiure gemischt und wie oben angegeben behandelt (nétigen- 
falls sind die halben Mengen auch geniigend). 

Nach dem Kochen lassen wir die Becher abkiihlen (wir stellen 
sie in flache, mit Wasser beschickte Schalen). Inzwischen bringen 
wir das erste Barchentscheibchen auf die Nutsche, benetzen es mit 
Wasser, saugen stark durch und bringen, wahrend es noch naB ist, 


unter sehr schwachem Saugen mit Hilfe eines Glas- ~ . 
stabes den Niederschlag auf dieses Filter. Der in ff 


dem Becher zuriickbleibende Teil des Niederschlages 
wird sodann mit kleinen Portionen Waschwasser 
auf das Filter iibertragen (insgesamt 75 bis 100 ccm, 
in 4 bis 6 Portionen). Es ist vorteilhaft, nur dann 
von neuem Wasser in den Becher zu bringen, wenn 
die friihere Portion schon ganz ausgegossen wurde. 
Das Saugen ist dabei allmahlich zu verstarken. Ein 
Verstopfen des Filters kommt bei Verwendung von 
Nutsche und Barchentfiltern praktisch nicht vor. 
Wird der DurchfluB des Wassers durch die Nieder- 
schlage starker gehindert, so lést man das Vilter von Abb. 1 





den Seitenwanden mit Hilfe eines Stabchens oder 
einer Pinzette los (siehe die Abbildung) und beugt den Rand etwas 
nach innen, so daB die Wande vom Filter nicht beriihrt werden. 
Hierdurch wird das Absaugen in allen Fallen betrachtlich beschleunigt. 
Dieses MaB des Waschens ist ausreichend und fiihrt zu praktisch 
vollstandigem Entfernen des Ammonsulfats. Laugt man gebrauchte 
Filter mit Wasser aus und bestimmt in diesem das Sulfat durch BaCl,, 
so ergibt sich die zuriickgebliebene Menge immer kleiner als 0,5 mg. 
Darauf weist auch die Tatsache hin, daB, wenn wir anstatt 75 ccm 
150 cem Waschwasser verwenden, das Resultat nicht geandert wird. 
Endlich saugen wir zur Entfettung 50 ccm eines Alkohol-Ather- 
gemisches (aa) langsam durch und biegen dann die Rander des Filters 
bis zur Mitte ein, um ein Herausfallen der Masse zu_ verhindern. 
Nachher folgt die Trocknung und Wiagung, wie oben beschrieben. 


1 Bei der GesamteiweiBbestimmung fiigen wir Ammonsulfat nur zu, 
um die Verhaltnisse denen der Albuminbestimmung aéhnlich zu gestalten. 
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Die Menge und Konzentration der Globuline wird aus der Differenz 
zwischen Gesamteiwei} und Albumin errechnet. 

Im Harn und in Exsudaten brauchen wir eine orientierende Vor- 
bestimmung, um den EiweiBgehalt annaiherungsweise zu kennen. 
Fiir beide Fliissigkeiten ist eine Esbachbestimmung in graduierten 
Zentrifugenréhrchen ausreichend. Fiir Exsudate ist die refrakto- 
metrische Bestimmung natiirlich noch besser. Zu den einzelnen Proben 
verwenden wir solche Fliissigkeitsmengen, bei denen das Gewicht 
des EiweiBniederschlages etwa 40 mg betragen soll, also z. B. bei 
einem Harne mit 0.4°, Eiweii nehmen wir 10cem. Der Harn mul 
notigenfalls filtriert und zum Zwecke der Globulinfallung zuerst neu- 
tralisiert werden. 

Bei der Bestimmung des Gesamteiweifes werden 10 cem Harn mit 
5cem gesattigten Ammonsulfats und 3 cem 10 °,iger Trichloressigsiure 
versetzt, gekocht, filtriert und der Niederschlag gewaschen, wie bei 
der Bestimmung in Serum. 

Die Fallung der Globuline erreichen wir durch Versetzen des 
unverdiinnten Harns mit dem gleichen Volumen gesittigten Ammon- 
sulfats. Kontrollbestimmungen zeigten, daB die eigene Salzkonzentration 
des Harns auf die EiweiBfallung nur von unwesentlichem EinfluB ist. 
Vom Filtrat verarbeitet man das doppelte Volumen wie bei der Gesamt- 
eiweibbestimmung. Im obigen Falle nehmen wir daher 20 cem Filtrat. 
dazu 6cem 10°,ige Trichloressigsiure. Das iibrige ist wie oben an- 
gegeben. 

Die mit dieser Methode gewonnenen Parallelwerte stimmen mit- 
einander gut iiberein. Die Abweichung vom Mittel ist kleiner als -— 3°, 
des Gesamtwertes. 

Fiir Fliissigkeiten, welche nur in beschrankten Mengen zur Ver- 
fiigung stehen oder in welchen der EiweiBbgehalt wesentlich kleiner 
ist, ist unser Verfahren in seiner jetzigen Form nicht verwendbar. 


Beispiele (Werte auf 0,5 mg abgerundet). 


Serum (LV. 24): Gesamteiweili (0,5 cem). 


a) Gewicht des Niederschlags . . . . 32mg 
b) * ” ” .y yas Mittel: 32,5 mg 
c) sa es si 0 ge: oS ae , I i : 
a m t CA 5 eS 


Albumin (0,5 cem): 


a) Gewicht des Niederschlags - Lome | 

b) “a " * . 15 ” ' Mittel: 15 mg 
c) ” ” ” . 15 ” | 

dl) 9 - pa 5’ 


GesamteiweiB: 6,50°,, Albumin: 3,00°,, Globulin: 3,50 °5. 
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Serum (VI. 20). GesamteiweiB (0,5 cem): 


a) Gewicht des Niederschlags . . . . 29mg} 
“i e 29 6 Mittel: 29,0 mg 


Albumin (0,5 cem): 


a) Gewicht des Niederschlags . . . . 20 mg l 
b) ” is * sat) PO Mittel: 20,3 mg 
c) ” 99 99 21 


Gesamteiweil: 5,80°,, Albumin: 4,06°,, Globulin: 1,74 °,. 


Serum (II. 27). GesamteiweiB (0,5 cem): 


a) Gewicht des Niederschlags . . . . 39,0 mg 


iit a, " ae ot 
rs ee ; ee ‘eee en 
ee Se ety r pes ao 


Albumin (0,5 cem): 


a) Gewicht des Niederschlags . . . . 19,5 mg 


b) ms mS ie set Ue 

J. 90.95 . 
“Oe aie 2 eee 30,35 mg 
d) ‘7 Re Y eas ee Ge 


Gesamteiweil}: 7,92°,, Albumin: 4,05°,, Globulin: 3,87 °,. 


Harn (D. F.) (V. 22). GesamteiweiB (7 cem): 


a) Gewicht des Niederschlags . . . . 40 mg 

b) ” v» - eas ee , 

i sg ue $ Wet pee ‘anes 40,3 mg 
dps %» Pes Se 


Albumin (5 ccm): 


a) Gewicht des Niederschlags . 15 mg 

b) “ ne me ie a 7 

“3 i i havea Mie neni 15,0 mg 
d) ~ oo oe 


GesamteiweiB: 0,57°,, Albumin: 0,30°,, Globulin: 0,27 °,. 


Harn (B. I.) (V. 23). Gesamteiweil (7 ccm): 


a) Gewicht des Niederschlags . . . . 62 mg 
b) as a a ae. se 

‘-. .e 
c) fd ss % vo ee vee 62,0 mg 
d) ‘ es re ; Se. eed 


Albumin (7 cem): 


a) Gewicht des Niederschlags . . . . 49mg 
b) v» r» o» . + «| «me 

aj: ( y 
c) Z E a aikagh iar ‘ene 49,0 mg 
d) - v ” - Sie a: a. oa 


GesamteiweiB: 0,89°,, Albumin: 0,70°,, Globulin: 0,19 °,. 
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Zusammenfassung. 


Gravimetrische Analysen sind einfach ausfiihrbar (und so auch 
fiir biochemische und klinische Laboratoriumszwecke gut geeignet), 
wenn man das Filtrieren und Waschen auf der Nutsche vornimmt 
und nur das Filter mit dem Niederschlag auf einer Torsionswaage wigt. 

Fiir eine solche gravimetrische Eiweibbestimmung ist als Filter 
Barchent am besten geeignet. Gesamteiweib-, Albumin- und Globulin- 
gehalt von Koérpersaéften kénnen mit dieser Methode bequem ermittelt 
werden. 
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Uber die Schutzwirkung von Bayer 205 auf einige Eiweibstoffe. 


Von 
0. Jirovee und VY. Kocian. 


Aus dem zoologischen Institut der Karls-Universitaét in Prag.) 
£Z 


(Eingegangen am 31. Januar 1930.) 


Das von Heymann, Kothe, Dresel und Rohl gefundene neue Trypano- 
somenheilmittel Bayer 205 (Germanin) erweckte das rege Interesse 
aller Biologen. AuBer seiner trypanoziden Wirkung hat das Bayer 205 
auch noch eine Reihe sehr interessanter Eigenschaften. Steppuhn, 
Zeiss und Brychonenko' zeigten, daB das Blut der mit Germanin be- 
handelten Tiere gerinnungsunfahig wird, selbst beim lingeren Kochen 
iiber der Flamme wird es nicht koaguliert. Auch andere Eiweibstoffe 
werden bei Gegenwart von Bayer 205 nicht mehr durch Tannin oder 
Sublimat gefallt. In saurer Lésung fallt jedoch das Germanin selbst 
die EiweiBstoffe aus. 

Wir haben deshalb diese Reaktionen auch bei anderen Eiweib- 
stoffen iiberpriift. Zur Verfiigung hatten wir folgende reine Praparate 
von Merck: Ovalbumin, Serumalbumin, Pepton, Somatose und 
Casein, ferner stellten wir uns selbst zum Vergleich Ovalbumin, Ovo- 
globulin, Lactoglobulin, Ovovitellin, Ovomucoid und Casein her. 
Das Bayer 205 benutzten wir in folgenden Konzentrationen: 1, 0.1, 
0,01°,. Von Fallungsmitteln kamen zur Verwendung Tannin, Sublimat, 
Salzsiure und Hitze. Alle Details sind aus den Tabellen? ersichtlich. 
Wir gedenken die Schutzwirkung noch an weiteren Eiwei®stoffen 
zu prifen. 


1 Arch. f. Schiffs- u. Tropenhygiene 27, 1923. 

2 Tabellenerkldrung. Die Reagenzglaser sind nach steigenden Bayer- 
konzentrationen geordnet und mit Nummern versehen, also 1, 2, 3, 4 usw. 
Das letzte Reagenzglas dient als Kontrolle ohne Bayerzusatz. Die Art der 
Reaktion wird mit folgenden Bezeichnungen charakterisiert: Opalisation, 
Triibung (wenn nach 12 Stunden keine Sedimentation eintritt) und Nieder- 
schlag (wenn innerhalb einer halben Stunde wenigstens ein Anfang der 
Sedimentation merkbar wird). 
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A. Albumine. 

Die Albumine von Merck wurden in destilliertem Wasser gelést, das 
Bayer in steigender Kubikzentimeterzahl zugegeben. Nachher fiillten wi 
die Menge in jedem Reagenzglas bis zu 9cem auf und fallten mit 1 cem 
des Fallungsmittels. 


1. Fdllung von Ovalbumin (Merck) mit Tannin. 





Tabelle I. 
1°, Ovalbumin in dest. H,O. 5 5 5 5 5 5 
RE bo ag a, sk Oe cs 1 2 é 4 5 0 
H,O. ae 3 2 1 0 0 4 
1%, Teenin. . . « 1 1 1 1 0 1 
Triibung — _— - —_ 


In Nr. 1 nur eine ganz schwache Triibung, die weiteren ganz un- 


verandert. Die Kontrolle flockig gefallt. Nach 12 Stunden keine weitere 





Koagulation. 

Tabelle 11. 
1% Ovalbumin in dest. H,O. . 5 5 5 5 5 5 
0,1° yo Bayer Piel phe 1 2 3 4 5 0 
ee cg Sr oad sy anak 3 2 1 0 0 4 
i% Tannin “he ie ea Se day a 1 1 1 1 0 l 
WE an cc ns se LS aT ~ as 


Bei zehnfacher Verdiinnung des schiitzenden Bayer zeigt sich seine 
Schutzwirkung nur darin, da®8 bei héheren Konzentrationen desselben 


das Eiwei8 durch Tannin nur getriibt wird. In Nr. 1 und 2 erscheint nur 


eine sehr feinkérnige Fallung (Tabelle IT). 


2. Fdllung mit Ovalbumin durch Sublimat. 
Tabelle III. 





1°, Ovalbumin in dest. H,O. 5 5 5 5 5 5 
Pe Coc cee ee ee 1 2 3 4 5 0) 
BO... 3 2 1 0 0 4 
7% Hg Cl, 1 1 1 1 0 1 
SO iba) Senin 6 e+ | + — — |}+4+++ 


Sogleich erscheint nur eine abgestufte schwache Triibung. Nach 
12 Stunden keine Sedimentation, wahrend die Kontrolle bis zur Halfte 
sedimentiert ist. 
Tabelle IV. 





1° Ovalbumin in dest. H,O. 5 5 5 5 5 5 
0,1°%, Bayer : : 1 2 3 4 5 0 
. ARF 3 | 2 1 6 0 4 
7°, HgCly . BAR 1 1i0 
Niederschlag ........./)¢+4++/4+4+! ++ /5+ =~- +4++ 


Fallung geht in den stirkeren Konzentrationen des Bayer in starke 
Triibung iiber. Sedimentation nur in Nr. 1 
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3. Fdllung von Ovalbumin durch Bayer 205 in saurer Lésung. 


In saurer Lésung schiitzt das Bayer nicht, sondern es fallt selbst sogai 
die Eiwei®stoffe. Bei Anwendung von 1°, Bayer ist der Niederschlag 
sehr grobkérnig, quantitative Unterschiede sehen wir in der Sedimentation ; 
je starker die Konzentration des Germanins, desto eher sedimentiert der 
Niederschlag (Tabelle V). 


Tabelle V. 





1°, Ovalbumin in dest. H,O. 5 5 5 5 5 | 5 
1°, Bayer . eed al ea 1 2 3 4 5 1 -< 
ME ces Sw es 3 2 1 0 0 4 
n HCl ; l l 1 1 0 1 
SE ere ae ae ++- 
ES en a a +-4 


Markantere Unterschiede sahen wir bei Anwendung von n/10 HCl. 
Der Niederschlag wird mit steigendem Bayergehalt intensiver (Tabelle VI). 


Tabelle VI. 





1% Ovalbumin in dest. H,O. . 5 5 5 5 5 5 
1°, Bayer Rh aes Hae 1 2 : 4 5 0 
ree Satie ie eh 3 2 1 0 0 4 
a a Ie a SI ee eae we 1 l 1 l 0 l 
SS Cee ee +t t+) +++-4 — 


Wenn wir die Konzentration des Germanins erniedrigen bei gleichei 
Aziditét (leem HCl), wird der Niederschlag immer feinkérniger (Ta- 
belle VIT). 


Tabelle VII. 





1°, Ovalbumin in dest. H,O. . 5 5 5 5 5 5 
0,1° Bayer BAe fen e's 1 2 3 4 5 0 
see alae 3 2 1 0 0 4 
CO eee a ae 1 1 l 1 0 | 
| BEARS err ee f+ ++) +4 4 - 


Bei 0,01°, Bayer erscheint erst im Reagenzglas Nr. 3 eine Triibung, 
in Nr. 4 ein ganz schwacher Niederschlag (Tabelle VIII). 


Tabelle VITI. 





1°% Ovalbumin im dest. H,O . 5 5 ) 5 5 ) 
9,01°%, Bayer . Ae: 1 2 3 4 5 i) 
BN Se Ra? ai ek ee 3 2 1 0 ) 4 
RR PP ikrald woeekia A 1 I 1 1 0 l 
Tribung . 
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4. Die Thermokoagulation von Ovalbumin. 
5°%,ige Ovalbuminlésung wird durch 1°, Bayer beim Erhitzen bis 
zum Sieden voéllig geschiitzt. 0,1°, vermag nur noch in Nr. 3 bis 5 den 
EiweiBstoff zu schiitzen, in Nr. 2 erscheint eine Triibung, in Nr. 1 ein 
Niederschlag. 0,01°, Bayer 205 schiitzt nicht mehr (Tabelle IX bis X1). 


Tabelle IX. 











5°, Ovalbumin in dest. H, 0. 5 5 5 5 5 5 
% Bayer . ; 1 2 3 4 5 0 
H,O. 4 3 2 1 0 5 
Opalisation A eae eee Vaan Ps eer = — — — — Soe pap 
Tabelle X. 
5°, Ovalbumin in dest. H,O. . 5 5 5 5 5 5 
a I 2g. an gs ss a a 1 2 3 4 5 0 
Mera ek gs We OK 4 3 2 1 0 5 
, ERE aR a ape ah erat ae ++ - + — - 
Tabelle XI. 

, Ovalbumin in dest. H,O. . 5 5 5 5 5 5 
aes, — “pgthey aa ae 1 2 3 4 a) 0 
> a oe a er ee 4 3 2 1 0 5 
Niederschlag ....... o Re ee ett ttt ott ttt tt 


1°, Ovalbumin wird von 1, 0,1 und sogar 0,01 °%, Bayer vor der Hitze- 
koagulation geschiitzt, wihrend die Kontrolle ohne Bayerzusatz stark 
opalisiert. 

Gleiche Erfolge hatten wir mit dem Albumin, das wir uns selbst aus 
Hithnereiwei®B herstellten. Wir stehen deshalb davon ab, hier die Protokolle 
zu geben. 


5, Fdllung von Serumalbumin durch Tannin. 
Die Technik der Versuche war dieselbe wie bei Ovalbumin (Tabelle XII). 


Tabelle XII. 





7 vo Serumalbumin in dest. ~~ 5 5 5 5 5 5 

% Bayer. . Sa une a : 1 2 3 4 5 0 
H,0. ee ce AS a 3 2 1 0 0 4 
1% Tannin a gia sar 1 1 1 1 0 1 
Triibung . + = = 5242 _ cern Hi He ae 


Bayer schiitzt sehr gut, in der ersten und zweiten Eprouvette nur eine 
schwache Triibung. Nach 12 Stunden keine Sedimentation. 
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Schutzwirkung von Bayer 


Tabelle XIII. 





1° Serumalbumin in dest. H,O 5 5 5 5 5 5 
01% Bayer . oP egies 1 2 3 4 5 0 
"eee 3 2 1 0 0 4 
1°, Tannin. 1 1 1 1 0 I 
Trfbumg . . 2... 2 ss © eo ee +H) +4 ae 


r 


Sehr starke Triibung, nach 12 Stunden noch keine Sedimentation. 


6. Fdllung von Serumalbumin mit Sublimat. 


Tabelle XIV. 





1°, Serumalbumin in dest. H,O 5 ) 5 5 ) 5 
1°% Bayer 1 2 3 4 5 0 
~ O. «3 3 2 1 0 0 4 
°, HgCl, . 1 1 1 1 0 1 


man ; 


H- 





Nach 12 Stunden nur eine schwache Opalisation noch in weiteren 
zwei Reagenzglaisern, weder Triibung noch Niederschlag. 


Tabelle XV. 





1°, Serumalbumin in dest. “Se 5 5 5 5 5 5 
in ae : 1 2 3 4 5 0 
7 , ee Gag iis a oa eatin DNS A 3 2 1 0 0 4 
%0 Hg Cl, . Pee ge ih ace ase 1 1 1 1 0 1 
thiidiiieg pits eo De ee, we eee. eat + 
In Nr. 1 reicht der Niederschlag bis zur Hiaifte der ganzen Fliissigkeit, 


ganz wie in der Kontrolle. In Nr. 2 bis zu ein Viertel, in Nr. 4 ist eine gleich- 
maBige Triibung. Alles nach einer halben Stunde. 


7. Fdllung von Serumalbumin durch Germanin 
in saurer Lésung. 


Bei Anwendung von 1%, Bayer und n HCl (1 cem) fallt sogleich ein 
voluminéser Niederschlag aus, an dem wir keine Unterschiede oder Ab- 
stufungen dem steigenden Bayergehalt gemaB (1 bis 4 ccm) sehen konnten. 
Erst beim Zusatz von 0,1 ° Bayer wird der Unterschied gut sichtbar. Je 
stirker die Konzentration von Bayer, desto intensiverer Niederschlag 


(Tabelle XVI). 
Tabelle XVI. 





°, Serumalbumin in dest. H,0O 5 5 5 5 5 5 
01% Bayer 1 2 3 4 5 0 
Wa, ose 8 we 3 2 1 0 0 4 
ne a a 1 1 1 1 0 I 
Niederschlag + 44 -- 
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Bei noch gré6Berer Verdiinnung von Bayer erscheint nur eine zunehmende 


Triibung (Tabelle XVII). 
Tabelle XVII. 





1°, Serumalbumin in dest. H, O 
0,1°, Bayer 

me. . 

n/l HCl 


Triibung . 


8. Thermokoagulation von Serumalbumin. 


] °4 Serumalbumin wird beim Kochen noch von 0,1 % Bayer geschiitzt, 
nur in Nr. 1 sehen wir eine ganz schwache Opalisation. In der Kontrolle 
fallt ein voluminéser Niederschlag aus (Tabelle XVIII). 


Tabelle XVIII. 





1°, Serumalbumin in dest. H, O 
0,1°, Baver earaats Sra 
H,0. 


Opalisation . 


Wenn wir zum Schutze nur 0,01 °,, Bayer nehmen, erscheint ein Nieder- 
schlag nur in Nr. 1, in Nr. 2 und 3 wird die Fliissigkeit nur schwach getriibt 
(Tabelle XIX). 


Tabelle XIX. 





1°, Serumalbumin in dest. H, 0 
0,01°, Bayer . Beats as 
H,0. : 


Trabung . 


Falls wir statt einer 1 %igen eine stirkere, und zwar 5°,ige Lésung 
von Serumalbumin benutzen, so beobachten wir in den kleineren Kon- 
zentrationen von 1%, Bayer nur eine Triibung (Tabelle XX), erst bei zehn- 
facher Verdiinnung entsteht beim Sieden ein Niederschlag, der mit 
steigendem Bayergehalt immer feinkérniger wird (Tabelle X XI). 


Tabelle XX. 





5°, Serumalbumin in dest. H,O 
1°, Bayer . ee A | ey 
H,O. 


Trabung . 
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Tabelle XXI. 





5% Serumalbumin in dest. H,O 5 5 5 5 | 5 5 
0, 1%, Bayer . ph ee oe 1 2 3 4 5 0 
HO. Pitas Ue CR ae ere 4 3 2 1 0 5 
Niederschlag ......... ¢+4++4+4444444+444+444+4+ 


B. Globuline. 


Hier kénnen wir nur tiber vorlaufige Versuche berichten, da es uns 
nicht gelang, reine Globuline zu bekommen. Die selbstbereiteten hatten 
einen zu groBen Gehalt an NaCl und (NH,),SO,, so daB ganz andere, 
durch Cl’ und SO{ veranderte Verhiltnisse vorlagen und die Ergebnisse 
deshalb schwer verstaéndlich und nicht so eindeutig waren. Mit reinen 
Praparaten wird man vielleicht zu ganz anderen Resultaten kommen. 


1. Ovoglobulin isoliert nach Osborne und Campbell, gefallt mit Sublimat. 


Tabelle XXII. 





Ovoglobulin .... 5 5 5 5 5 
Seer eee 1 2 3 4 0 
, } * eae 3 2 1 0 4 
T% ‘He Cl, . 1 1 1 1 1 
ee + tr) tet] tet _ 
Zusatz von 5 eem NaCl nach 1 Std. +4++/) ++4+ ++ + — 


Je mehr Bayer, desto intensiverer Niederschlag. In diesem Falle war 
also das Ergebnis ganz entgegengesetzt dem aller Albumine. Wenn wir 
nach einer Stunde 5ccm 0 8% NaCl zugeben, fiel in den ersten Reagenz- 
glisern ein voluminéser Niederschlag aus, in Nr.4 wurde dagegen der 
schon vorhandene fast ganz aufgelést. Wir sehen daher ein véllig um- 
gekehrtes Verhalten der Reaktion. 

Mit Tannin erhielten wir bei einem nicht gereinigten Priparat einen 
gut abgestuften Niederschlag, der im umgekehrten Verhaltnis zu dem 
Bayergehalt stand. 


2. Fdllung von Lactoglobulin. 


In den angewandten Konzentrationen schiitzt das Bayer gegen Tannin 
nicht, doch wird der Niederschlag mit steigendem Bayergehalt immer fein- 
kérniger und seine Sedimentation dauert deshalb langer (Tabelle XXIII). 


Tabelle XXIII. 





1% Lactoglobulin. ...... 5 


5 5 5 5 
| ES A err 1 2 -. 4 0 
yO. . eer Sa re ae 3 2 e Oo | 4 
1% Tannin .. i Oe 1 1 ge 1 1 
EE ae ae +++ +++ (+44+/4+4+4+/4+4++ 
Sedimentation nach 2Std.... ++444 +444 444) ++ 4 


Biochemische Zeitschrift Band 220. 8 
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Mit Sublimat hatten wir dieselben Ergebnisse. Ebenso werden die 
schwach sauren Lésungen durch Bayer sogleich gefallt, mit steigendem 
Prozentgehalt von Bayer 205 wird jedoch der Niederschlag grobkérniger. 

(. Albumosen. 


1. Pepton gefallt mit Tannin. 
Tabelle XXIV. 





1°, Pepton Witte in dest. H,O 5 ) D 5 ) 
1% Bayer oO arene ae d 1 2 3 4 0 
OS a ee ee ee 3 2 1 0 4 
Re NS Sorte ee ewe es l l 1 | l 


Tribung . 


In niedrigen Bayerkonzentrationen entsteht ein sehr feiner Nieder- 
schlag, in h6heren dagegen nur eine Triibung. In Nr. 4 schiitzt das Bayer 205 











vollig. 
2. Pepton gefallt mit Sublimat. 

Tabelle XXV. 
1°, Pepton in dest. HJO .. . 5 5 a) 5 a) 
1%, Bayer . ee ae eee 1 2 3 + 0 
Re hae ak a rie i hn 3 2 1 0 4 
Rp a. ck oe og ee en ee a 1 1 1 1 1 
I Sd. ee SG Se +++ -+ + - t f+ 4. 4. 

Die gleichen Erfolge haben wir mit Sublimat erzielt. 
3. Fdllung mit Pepton in saurer Lésung. 

Tabelle XX VIa. 
1°, Pepton in dest. H,O .. . 5 5 5 5 5 
HO. oe soe ee a 3 2 1 0 4 
halt i, Baker ts l 2 3 4 0) 
ee a I 1 1 1 1 
| a ae +++ +++ 444-4 +++ — 

Tabelle XXVIb. 
1%, Pepton in dest. HO ... 5 5 5 5 5 
ess ay os Oe et ees 3 2 1 0) 4 
CE og Se ew ee ws I 1 1 1 1 
yy re 1 2 3 4 0 
SON sg id tae we > ++ ++4 ++-4 - 


Bei steigender Kubikzentimeterzahl der Salzsaiure bleibt die Menge 
des Niederschlags dieselbe, wenn wir jedoch den Bayergehalt steigern, so 
wird der Niederschlag immer reichlicher. Ein Anséuern mit H,SQ,, 
HNO,, CH,COOH gab dieselben Resultate. Der Niederschlag lést sich 
leicht in Alkalien. 
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4. Fdllung von Somatose mit Sublimat. 


Tabelle XX VII. 











1°, Somatose in dest. HO . . 5 5 5 5 a) 
1°, Bayer bt, Fe a a3 eh 1 2 3 4 0 
Ss Fa eae 3 2 1 0 4 
Fe A 6 ae a me l l l l l 
re eae = 

We RR. Ss are a OG Os 4 4 4 4 4 


Tribung 


Fallung mit 1 eem konzentrierter Sublimatlésung ergab keinen Nieder- 
schlag, nur in Nr. 1 erscheint eine schwache Opalisation. Erst wenn wir im 
ganzen 5ccm Sublimat zugegeben hatten, wurde die Schutzwirkung des 
steigenden Bayergehalts gut sichtbar (Tabelle XXVIT). 


Tabelle XXVIII. 





1°, Somatose in dest. H,O . . 5 5 ) ) ) 
0,1°, Bayer eae ee alo a 1 2 3 4 0 
rn, wi ab Tenses Bla, Be 3 2 l 0 4 
ln eT yee 1 
PE ae caG oe & we + -+ + too + +++4++4++ 


Auch mit 0,1°, Bayer erhielten wir eine schéne Abstufung des Nieder- 
schlags. 

Gegen 1°, Tannin schiitzt das Bayer vollig, erst gegen 5°, wird es 
machtlos. Angesiuerte Somatose wird von 1°, und sogar von 0,1 °, Bayer 
sogleich gefallt. 


D. Phoshorproteide. 


Casein. 

Wir hatten ein reines Priparat von Merck zur Verfiigung, sowie von 
uns selbst hergestelltes und zweimal aus alkalischer Lésung durch Essig- 
siure umgefalltes Casein. Das Casein lésten wir in 1 °,igem Na-Oxalat 
oder 1° ,igem NH,-Oxalat. Die Lésungsverhaltnisse waren jedoch bei 
den zwei Praiparaten verschieden. Das von uns bereitete Casein léste 
sich rascher und in gréSerem Verhaltnis, deshalb waren die Nieder- 
schlage bei ihm immer reichlicher als bei dem Merckschen Casein. Doch 
prinzipiell waren die Ergebnisse ungefahr dieselben. 


1. Fdllung mit Tannin. 


Tabelle XXIX. 





1°, Casein in 1° ,igem NaCOoO 


Po ts rk Ft 5 5 i) 5 5 i) 
LS Se seer ee l 2 3 4 5 0 
Oa i a ee 3 2 1 0 0 4 
ee ee 1 1 1 1 0 l 


NN Sa SS we i wee ai roe 
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Tabelle XXX. 





1°, Casein in 1%igem NaCOO 








COOH 5 5 5 ) 5 5 
0,1°, Bayer 1 2 3 4 5 0 
H,O. pie) ast ie ig 3 2 1 0 0 4 
Cr Gr we ge as 1 1 1 1 0 1 
Tribung........... +++) 44 os } ~ +++ 

2. Fdllung mit Sublimat. 
Tabelle XXXI. 
1% Casein in 1%igem NaCOO 

Ec + sm vm oe 2 ee 5 5 5 5 5 5 
I ig oS we ee 1 2 3 4 5 0 
HAO. ee a ee a 3 2 1 0 0 4 
. OS a re are l 1 1 1 0 1 
a ee ee ot : _ — ++4+44+ 

Tabelle XXXII. 
1% Casein in 1%igem NaCOO 

.COOH ybige 5 5 5 5 5 5 
0,1°% Bayer 1 2 3 4 5 0 
mee 4) « 3 2 1 0 0 4 
7% Hg Cl, 1 1 1 1 0 1 
ss SOS) av oe +4 + t — — |+++4 


In NH,-Oxalat lést sich das Casein schwerer, deshalb ist der Nieder- 
schlag oder die Triibung geringer, und eine 0,1 °,jige Bayerlésung schiitzt 
gegen Sublimat ganz so wie eine 1 %ige Bayerlésung im Falle, dal das 
Casein in Na-Oxalat gelést wurde. Dementsprechend gleicht eine 0,01 °,ige 
Bayerlésung in ihrer Schutzwirkung einer 0,1 ° igen. 


3. Fdllungen in saurer Lésung. 

Hier hatten wir sehr ungleiche Resultate. Frisch gefailltes und zweimal 
gereinigtes Casein, in 1%igem Na-Oxalat gelést, wurde durch steigende 
Bayerkonzentrationen gegen n/10 HCl geschiitzt. Es trat in den ersten 
zwei Reagenzglaisern nur eine Opalisation auf (Tabelle XX XIII). 


Tabelle XXXIII. 





1% Casein in 1%igem NaCOO 


.COOH ; 5 5 5 5 5 5 
CS ee eee ee 1 2 3 4 5 0 
me. ». 3 2 1 0 0 4 
n/l0 HCl. 1 1 1 1 0 1 
I naa al ae Sh mee oa + — - — |+4+++ 


Wenn wir n HC! benutzten, so war der Niederschlag in allen Reagenz- 
glasern sehr intensiv und gleich. Noch 0,1% Bayer schiitzt. Im ersten 
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Reagenzglas erscheint dann nur eine milchige Triibung, in den zwei folgenden 


nur eine Opalisation (Tabelle XXXIV). 









Tabelle XXXIV. 









1°% Casein in 1%igem NaCOO 
.COOH 5 a a 





n 


| IR Green ne ae + i C - —— | es 











Als wir das Mercksche Casein benutzten, hatten wir folgende Resultate: 
Das Bayer schiitzte nicht mehr, im Gegenteil waren die Niederschlage 
bei dem Bayerzusatz intensiver als in der Kontrolle. Mit dem von uns 
selbst vor etwa einem Monat bereiteten Casein, das frisch die in den Ta- 
bellen XXXIIT und XXXIV besprochenen Resultate gab, erhielten wir 
jetzt in saurer Lésung véllig widersprechende. Mit steigendem Bayergehalt 
wurde der Niederschlag immer grobk6érniger (Tabelle XX XV). 




















Tabelle XXXV. 








1% Casein in 1°%igem NaCOO 


on oe ee ae ar ae 5 5 5 5 5 5 
ep 1 2 3 4 5 0 
ene ay so: ce a as ae 3 2 1 0; 0 4 
UN re al SS uy ke l 1 1 1 0 1 
Niederschlag ......... (> ++ +4+4+,444+4/+4+44/) -— | + 


Das Casein von Merck gab mit steigendem Bayergehalt weniger Nieder- 
schlag, doch immer viel mehr als die Kontrolle, die nur schwach opalisierte. 


Tabelle XXXVI. 





1% Casein in 1%igem NaCOO 
.COOH 


; 5 5 5 5 5 i) 
0.1°% Bayer 1 2 3 4 5 0 
a. . 3 2 ea a 
nHCl . are 1 l 1 1 0 1 
Niederschlag a ee ere ae ++++ 4+++ 44+ + 


Vitelline aus dem Hiihnerei. 


Sie wurden nach der Weylschen Methode isoliert, benutzt wurde eine 
5% ige Lésung in 10°, NaCl. Gefallt wurde nur mit Tannin. 


Tabelle XXXVII. 





5% Ovovitellin in 10° igem NaCl 5 5 5 5 5 
i 1 2 8 4 0 
ec ss 3 2 1 0 4 
1% Tannin. 1 1 1 1 1 
Trabung...........  +¢++4+/4+4+4+ +4 + ee 


Schutzwirkung typisch fiir die Eiweifstoffe. 
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E. Glykoproteide. 
Mucoide aus dem Eigelb. 


Isoliert nach der Methode von Merner. 0,025° ige Lésung in ver- 
diinnter Essigsiéure wird durch Bayer schon selbst gefallt, also analog den 
anderen Eiweiistoffen in saurer Lésung. Der Niederschlag ist jedoch bei 
den kleineren Bayerkonzentrationen gréBer als bei den gréBeren. 


Tabelle XX XVIII. 





0,025°, Mucoide in CHg. COOH 
H,0. Sy akc gee 


1°, Bayer 


Niederschlag 


Fillungsreaktionen bei verschiedenen Temperaturen. 


Die friiher besprochenen Reaktionen wurden bei Zimmertemperatur 
von 18 bis 20° C ausgefiihrt. Wir untersuchten weiter den Einflul} héherer 
Temperatur. Wir lassen hier nur die Protokolle der Ovalbuminserie folgen. 
Ovalbumin wurde mit Bayer und Wasser gemischt und auf die entsprechende 
Temperatur erhitzt. Hierauf wurde erst das Sublimat zugegeben. Ta- 


belle XXXIX gibt die Verhaltnisse bei 45° C. 


Tabelle XXXIX. 





1°, Ovalbumin im dest. H,O . 
1°% Bayer cies caret ees 
_* eae 
1% HgCl, 


Opalisation . 


’ Es tritt nur eine schwache Opalisation auf. In der Kontrolle, die 
bei 18° C gefallt wurde, opalisiert nur Nr. 1. Vergleiche mit der Tabelle III, 
wo eine siebenfache Konzentration des Sublimats benutzt wurde. 

Bei 55°C ist die Opalisation starker als bei 45°C, Kontrolle ohne 
Bayer flockig gefallt (Tabelle XL). 


Tabelle XL. 





1°, Ovalbumin in dest. H,0 . 
> Bayer : air 

HO. «« 
1% Hg Cl, 
Opalisation . . . ce ee we REESE | PES ITT 

Bei 65° C erscheint in der ersten und zweiten Eprouvette eine milchige 
Triibung, in der dritten und vierten eine abgestufte Opalisation. Kontrolle 
flockig gefallt. 
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Tabelle XLI. 





1°, Ovalbumin in dest. HygO. . 5 5 5 5 5 5 
PS ee 6 ke ee 1 2 3 4 5 0 
| 2 a aa ae SUE is eS 3 2 1 0 0 4 
[of ee ee a 1 1 | l 0 1 
ere i or +++ +4 } ~ Sian ain ie ie oo 


Wenn die Fallungsreaktionen der Albumine bei 2 bis 4°C ausgefiihrt 
wurden, war das Resultat véllig negativ, wir erhielten nicht einmal eine 
Opalisation. Wenn die Temperatur dann allmahlich auf 18° C stieg, erschien 
erst die typische Opalisation fiir dieselbe Temperatur. 

Dabei ist das Bayer 205 nicht thermolabil; wenn man seine wiisserige 
Lésung bis zum Siedepunkt erhitzt und dann erkalten laBt, so hat sie 
nichts von ihren Schutzeigenschaften verloren. Es ist also nur die erhéhte 
Temperatur, die das Zusammenballen der Partikel zu gréBeren im Gegen- 
satz zur Kontrolle, die bei normaler Zimmertemperatur gefallt wurde, 
bewirkt. 

Besprechung der Ergebnisse. 

Aus unseren Versuchen geht hervor: 

1. Ovalbumin, Serumalbumin, Casein, Pepton und Somatose 
werden durch ,,Bayer 205“ (Germanin) gegen Fallung! mit Tannin 
oder Sublimat geschiitzt. Starkere Konzentrationen des Bayers schiitzen 
ganz, schwachere nur teilweise, die Lésung wird nur opalisierend oder 
getriibt, statt flockig, wie die Kontrolle, gefallt zu werden. Je 
schwiacher die Konzentration des ,,Bayer 205", desto starkere Opali- 
sation, Triibung, oder desto grobkérniger der Niederschlag. Die 
Globuline gaben sehr unsichere Resultate. 

2. In saurer Lésung sind die Ergebnisse gerade umgekehrt. Bayer 
fallt die EiweiBstoffe selbst. Je starkerer Zusatz von Bayer, desto 
intensivere Opalisation, Triibung, oder desto grobkérniger der Nieder- 
schlag. Wir kénnen nicht unterscheiden, was das eigentliche Fallungs- 
mittel ist, ob Saure oder ,,Bayer 205". 

3. Die Thermokoagulation der Albumine bei 100°C wird durch 
hinreichende Dosen von ,,Bayer 205" verhindert. Bei kleineren Dosen 
erscheint eine mehr oder minder starke Opalisation bis Triibung, 
wahrend die Kontrolle ohne: Bayerzusatz sofort koaguliert wird. 

4. Die Schutzwirkung des ,,Bayer 205° gegen Fallungen mit 
Schwermetallsalzen vermindert sich mit steigender Temperatur. 

5. Die Schutzwirkung bei der Hitzekoagulation des Blutserums 
gilt nicht nur fiir die Blutsera der Wirbeltiere, sondern auch fiir die 
der Wirbellosen. Wir kochten das abzentrifugierte Blut vom FluBkrebs 
mit gleichem Volumen 1°,,igem Bayer gemischt, ohne daB eine Koa- 
gulation entstand. Die K6érperlymphe der Raupen von Saturnia 


pyri wurde durch 1° ige Bayerlésung gegen Fallung mit Sublimat nur 
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bei 20° C geschiitzt, bei erhdhter Temperatur (35, 40, 45° C) verminderte 
sich die Schutzwirkung, es entstand eine zunehmende Opalisation. 

Wie erklaren wir nun die Schutzwirkung des Germanins? Es 
besitzt eine sehr groBe Molekel, die an die der Kolloide erinnert. Seine 
Wirkung wire also die eines Schutzkolloides. Es verbindet sich nicht 
etwa mit dem Fiallungsmittel, sondern der EiweiSstoff wird in 
seiner Gegenwart in sehr feinen Partikeln gefallt. Davon zeugt die 
Opalisation. Erst nach lingerem Stehen, oder wenn die Konzentration 
des Bayer zu gering war, ballen sich die zuerst fast kolloidalen Par- 
tikel zusammen und es erscheint eine milchige Triibung oder ein 
mehr oder minder feinkérniger Niederschlag. 

Die GréBe der gefallten Partikel wird durch mannigfache Faktoren 
bestimmt: Temperatur, Konzentration der Bayerlésung, des EiweiB- 
stoffes und des Fallungsmittels, Anwesenheit von verschiedenen Salzen 
(NaCl, MgSO,, (NH,),S0O,), Reinheit des Eiweifstoffes, sein Alter, 
die Bedingungen, unter welchen es gelést wurde usw. Alle diese 


mec 


Faktoren bestimmen also auch die Schutzwirkung des ,,Bayer 205 
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Uber die Identitit der Zellproteasen verschiedensten Ursprungs, 
Von 
X. Utkina-Ljubowzowa und 0. Steppuhn. 


(Aus der Abteilung fiir experimentelle Pathologie und Pharmakologie des 
Staatlichen chemo-pharmazeutischen Forschungsinstituts, Moskau.) 


(Eingegangen am 1. Februar 1930.) 
Mit 18 Abbildungen im Text. 


In unserer vorigen Arbeit! ,,Uber die Unspezifitat der proteolyti- 
schen Organfermente“‘ haben wir zeigen kénnen, da bei Priifung 
immer an demselben wohlcharakterisierbaren Substrat (Casein) und 
unter vereinfachten, iibersichtlichen Versuchsbedingungen sich alle 
Organzellen eines Tieres als Trager derselben drei Proteasen erwiesen. 
Positiv verlaufene Heterolyseversuche bestiatigten unsere Annahme 
iiber Identitaét und also Unspezifitat der proteolytischen Organfermente. 
Den Begriff Fermentspezifitat ersetzten wir durch den Begriff Prozef- 
spezifitat, was nichts anderes als planmdBiges Geschehen im zeitlichen 
Verlauf bedeuten soll. Besondere Zellvorrichtungen, unter denen die 
Milieuverhaltnisse wohl die ausschlaggebende Rolle spielen, schiitzen 
das Substrat vor unplanmaéBigem Zertriimmern; rein theoretisch 
braucht unter diesen Gesichtspunkten keine Organspezifitat der pro- 
teolytischen Fermente angenommen zu werden, aber auch experimentell 
laBt sich diese nicht bestatigen. 

Wir hatten noch keine Gelegenheit, an die Frage heranzutreten, 
wie die Spaltung unter Einwirkung der einzelnen_,,Teilfermente* 
verlauft, wodurch sich die Bruchstiicke bei py = 3,5, 5,5 und 7,5 unter- 
scheiden. P. Rona® gab an, daB die Pepsinasearbeit zu hochmolekularen 
Spaltprodukten fiihrt; dieses wire in Analogie zu dem Magenpepsin 
zu stellen; demnach ware den Tryptasen die Rolle der tiefen Spaltung 
beizumessen, entsprechend dem Pankreastrypsin. Dabei ware nicht 
ausgeschlossen, daB die Zelltryptase wie das Pankreastrypsin auch 


1 Diese Zeitschr. 211, 426, 1929. 
2 Ebendaselbst 140, 517, 1923. 
3* 
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eigentlich aus zwei Komponenten besteht, einer tryptischen und einer 
ereptischen dieses wurde an der Sache nichts andern der Sinn 
einer Vielfdltigkeit von Zellproteasen ware in der Vielstufigkeit des 
Spaltungsprozesses zu suchen. Dariiber sprachen wir uns auch in der 
oben erwahnten Arbeit aus. Ob wir tiiberhaupt berechtigt sind, durch 
Auffindung von drei Optima der Verdauung von drei substantiell ver- 
schiedenen Fermenten zu sprechen, dariiber weiter unten. 

Da die Untersuchung der Rinderorgane uns zu denselben drei 
Optima fiihrte, wie die der Kaninchenleber, und wir es fiir méglich und 
wahrscheinlich hielten, da die Fermente weder organspezifisch noch 
tierspezifisch sind, dehnten wir unsere Versuche zuerst auf andere Tiere 
und Organe und dann auch auf Hefen, Bakterien und Pflanzenzellen 
aus. Denn da wir schon einmal von der Spezifitatsidee abgegangen 
waren, schien uns nichts der Méglichkeit einer universellen Identitat 
der Proteasen zu widersprechen. Wenn ein Leberferment die ver- 
schiedensten Organproteine spaltet und andererseits alle Organe die- 
selben Fermente enthalten, so mubte konsequent daran gedacht werden, 
daB ein Leberferment, wie das Magenpepsin oder Pankreastrypsin, 
jedes Substrat unter Umstanden zu spalten vermag. Die Proteine 
der Pflanzenzellen oder der Einzelligen sind weder einfacher noch 
komplizierter gebaut als die Tierproteine, sie sind nur anders gebaut. 
Wenn dieses ,,anders‘** aber schon im Verbande eines Individuums 
fiir die Fermenttatigkeit belanglos ist, so muB es auch iiber das In- 
dividuum hinaus belanglos sein. 

Man wird aus dem Weiteren ersehen, dab wir allerverschiedenste 
Gewebe zu unserer Untersuchung herangezogen haben, und immer 
mit gleichem Erfolg; dariiber spater. Einfiihrend mag kurz die Literatur 
angefiihrt werden tiber Versuche zur Feststellung der Proteasen in den 
von uns gewahlten Objekten. Diese hatte fiir uns nur bedingten Wert, 
da wir uns ja schon dariiber aussprachen (l.c.), dab vergleichende 
Feststellung der Verdauungsoptima der Fermente bei Anwendung 
immer derselben Versuchsbedingungen und _ desselben Substrats 
moglich sei. 

Wes tierische Proteasen anbetrifft, so ware vor allem Dernby! zu 
erwahnen, der in Leber, Milz und Pankreas und Leucocyten eine Protease 
mit dem Optimum pg = 3 bis 3,8 (Gelatine als Substrat) fand, in den 
ersten zwei Objekten auberdem noch eine Tryptase mit dem Optimum 
Pu 7,5 (Pepton als Substrat). 

P. Rona und Mislowitzer® haben in Meerschweinchenleber nur eine 
Pepsinase py = 3,6 bis 3,8 (Eigenproteinsubstrat) finden kénnen. Bradley* 


1 Dernby, Journ. of biol. Chem. 35, 179, 1918. 
2 Rona und Mislowitzer, diese Zeitschr. 140, 517, 1923. 
3 Bradley, Journ. of biol. Chem. 52, 467, 1922. 
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fand aber zwei Gewebsproteasen ; Hedin' in Nieren eine bei pg = 7,8 optimal 
(Pepton als Substrat) und eine Casein und Eigenprotein bei py 4,3 
bis 5,6 spaltende Protease. Dieses wurde von Bradley bestitigt. 
Zachrisson® bestimmte in einer autolysierenden Leber ein bei px 5 
Casein optimal spaltendes Ferment. Pepton sollte in zwei Maxima bei 


pu = 4 und 7 am starksten gespalten werden. 

In unserem Laboratorium konnte zuerst von L. Utkin-Ljubowzow® 
gezeigt werden, dali die Kaninchenleber drei Verdauungsoptima hat, und 
zwar bei pq = 3,2 bis 3,4, bei 5,2 bis 5,5 und schlieBlich bei 7,3 bis 7,5, 
wenn man Casein als Substrat anwendet. Besonderheiten der Methodik 
sind daselbst einzusehen. Weitere in unserer erwahnten Arbeit (I. ¢.) 
zusammengestellte Versuche zeigten, wie gesagt, dal auch alle Organe, 
und zwar eines anderen Tieres (Rind), dieselben Verdauungsoptima zeigen. 
Wir kénnen also ruhig annehmen, dali die von verschiedenen Autoren 
beobachteten Unterschiede in den Optimalpunkten durch Versuchs- 
differenzen zu erkliren sind. 

Noch viel spirlicher sind die Angaben iiber Proteasen der niederen 
Tiere. Badansky und Rose* nehmen bei Gastropoden (Muskel) zwei Pro- 
teasen, eine Pepsinase (py 3) und eine Tryptase (pq 7) an. Andere 
Beobachtungen sind kaum erwaéhnenswert, da meist nur qualitativ eine 
Verdauung konstatiert wurde, immerhin ist es wichtig, dali immer, in 
jeder Zelle, die auf Proteasengehalt gepriift wurde, solche auch tatsachlich 
gefunden wurden. j 

Von den Einzelligen sind wohl vom Standpunkt der Proteasencharak- 
teristik Hefen am eingehendsten studiert worden. Die erste ausfiihrliche 
Untersuchung stammt von Dernby®, welcher eine Pepsinase mit px 4,3 
(Gelatine als Substrat) und eine Tryptase mit py = 7 (Casein als Substrat) 
fand. Von den diesbeziiglichen Arbeiten des Willstdtterschen Laboratoriums 
waren besonders neuere Arbeiten von Grassmann und Dickerho/{/® zu nennen, 
durch welche die Zweiheit der Hefetryptasen (Proteinase + Polypeptidase) 
be wiesen wurde, unter welchen die erstere wie das Papain durch Blausdure 
aktiviert wird und gegeniiber Gelatine ein Optimum bei py = 5, gegentiber 
Edestin und Fibrin bei pq = 7 besitzt, was auch mit den von denselben 
Autoren erhaltenen Resultaten mit Papain iibereinstimmt. Nach Lundin? 
und Adler® steht die Malzprotease dem Papain nahe. AuBerdem konnte 
Lundin in diesem Material eine Pepsinase mit dem Verdauungsmaximum 
(Gelatineverfliissigung) bei py = 3 bestimmen. 

Was die Bakterienproteasen anbetrifft, so sind die Angaben ebenfalls 
spairlich und wenig iibereinstimmend (Blanc und Pozersky®, Oshima", 
Dernby™). 


1H. 122, 307, 1922. 
2 Ber. ii. d. ges. Physiol. 23, 138, 1924. 


3 Diese Zeitschr. 158, 50, 1925. 

4 Amer. Journ. of Physiol. 62, 473, 1923. 

5 Diese Zeitschr. 81, 107, 1917. 

6 Hoppe-Seylers Zeitschr. 179, 1928; referiert Ber. 49, 114. 

7 Diese Zeitschr. 131, 193, 1922. 

8 Zeitschr. f. d. ges. Brauwesen 88, 17, 1915. 

® Soc. Biol. 83, 1315, 1920. 

1 Journ. of Soc. Agrik. Torestry Sapporo Japan 16, 387, 1925. 
11 Diese Zeitschr. 188, 505, 1923. 
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Wenn man bedenkt, daB die oben erwahnten Arbeiten an ver- 
schiedenen Substraten und methodisch recht verschieden durch- 
gefiihrt wurden, so sind auch die Ergebnisse mit aiuBerster Vorsicht 
zu verwerten. Und doch ist die Tatsache augenscheinlich, daB wir 
es immer wieder mit drei Zonen der Wirkungsoptima zu tun haben, 
und zwar py = 3 bis 4, pa = 5 bis 6, und py = 7 bis 8. 


Besonders heben wir hervor, daB kaum in einer Arbeit alle drei 
Proteasen identifiziert wurden, abgesehen von derjenigen von L. Utkin- 
Ijubowzow (|. c.) aus unserem Laboratorium und der vorhergehenden 
Mitteilung der Verfasser (I. c.). 


Ohne auf die beschriebenen Einzelheiten der Methodik einzugehen, 
mégen die in Tabelle I zusammengefabten Resultate folgen. Statt einer 
Beschreibung der Versuche werden dieselben durch graphische Ab- 
bildungen erliutert. Die Pufferlésungen (von py = 2,8 bis 7,7) wurden 
nach Mc Ilvaine durch Mischen von sekundirem Natriumphosphat 
und Citronensaure hergestellt. Das Tryptaseoptimum wurde natiirlich 
gesondert aus den im isoelektrischen Punkt ausgefallten und mit 
Aceton behandelten Proteinniederschlagen bestimmt. In der nun fol- 
genden Tabelle sind die Resultate unserer Messungen zusammengestellt 
und, wie man sieht, an einem recht bunten Material. 


Tabelle I. 


Verdauungsoptima der proteolytischen Fermente verschiedener Objekte. 





Pu-Zonen 
Objekt ee ae aa ee a eS ee 

I Ul Ill. 
1. Menschenleber ........ 8,2 5,9 7,7 
ee eee 3.6 5,9 7,5 
8. Kaninchenleber. . . ..... 3,3 5,4 7,5 
4. Meerschweinchenleber. . . . . 3,5 5,8 7,3 
eee eee 3,8 59 74 
eee ee eee 3,8 5,5 74 
7. Hechtleber. . 2... 2... 3,2 5,9 (5,2) 7.6 
O me wk te 3,4 6,0 7,4 
ene eee 3,3 6,0 (5,3) 7,4 
10. Hrepemushel . . . 1 5 se oe 3,0 6,3 — 
11. Regenwurmmuskel ...... 3,0 5,8 7,0 
DUS rah te eee nc Gy! iy 3,3 5,9 7,3 
13. Hefen (Trockenbierhefe) . . . 3,0 6,2 7,1 
Ec 8g. Sw) oS kat ae 3,6 5,6 7,3 
ae ES 3,2 5,9 7,4 
16. Bac. proteus X19. ...... 3,8 5,2 7,0 
ie a ere 3,4 5,4 7,1 
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Abb. 1. 
Menschenleber. 
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Kaninchenleber. 
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Abb. 7. 
Hechtleber. 
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Abb. 2. 
Hundeleber 
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Abb. 4. 
Meerschweinchenleber. 

















Abb. 6. 
Froschleber. 

















Abb. &. 
Krebs, leber*. 
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Abb. 9 zu Objekt 11. Regenwurmmuskel 
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Kurve 1 Menschenleber. 
' Kurve7 Hechtleber. 
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Abb. 14 zu Objekt 17. Papayotin. 
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Kurve 5 Hiihnerleber. 


Kurve 6 Froschlebe 


Kurve 14 Gelbriibe. Kurve 15 Kohl 
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Abb. 17. Abb. 18 


Es zeigen, wie die Tabelle, so auch die auf die Nummern der Ver- 
suchsobjekte sich beziehenden Abbildungen deutlich das Vorhandensein 
der schon friiher gefundenen drei Optimumzonen der Verdauung. Die 
Zahlen sind auch nicht viel gegeneinander verschoben, trotzdem 
es nicht méglich ist, den starken EinfluB des Eigenproteins gianzlich 
auszuschalten. Einige Abweichungen zeigen Fisch- und Meer- 
schweinchenleber, die statt eines gewdhnlich gut ausgepragten 
Maximums in der zweiten Zone eine Doppelspitze aufweisen. 


Zu beachten ist, daB bei Tieren die Maxima der ersten und 
zweiten Zone sich ziemlich gleich hoch erheben; bei Pflanzen ist das 
Maximum der zweiten Zone besonders hoch. 


Papayotin stellt auch in keiner Weise eine Ausnahme vor, es ist 
ein gewohnliches Fermentpraparat mit allen drei Verdauungsoptima, und 
wenn es, wie bekannt, in der mittleren Zone durch HCN aktiviert wird, 
so bedeutet auch das kaum eine Ausnahme: es scheint (Versuche dariiber 
sind im Gange), da} Fermente auch anderer Objekte (tierische Gewebe) 
in diesem Aziditaétsbereich durch HCN aktiviert werden; fiir Hefen 
und Ananasferment ist dieses bereits erwiesen. Bei Durchfiihrung 
der oben erwahnten Versuche tauchten bei uns Zweifel folgender Art 
auf. Wenn wir Casein als Substrat benutzen und im Bereich von 
Pu = 2,8 bis 7,6 arbeiten, so flockt das Casein nur in einem Teile unserer 
Kélbchen (py etwa 3,8 bis 5,5) aus. Vom physikalisch-chemischen 
Standpunkt sind die Verdauungsbedingungen nicht in jedem Ansatz 
gleich. Es kénnte sein, daB das entsprechende Kurvental durch eine 
erschwerte Verdauung des undissoziierten Caseins entsteht (Loch). 
Diese unsere Zweifel werden dadurch aufgehoben, daf wir eine Reihe 
mit je lcem 10 °,,igem Na, SO, ansetzten bei sonst gleichen Bedingungen. 
Dabei fallt das Substrat in allen Kolben (py etwa 3,0 bis 5,8) gleich- 
maBig aus, wodurch der physikalisch-chemische Zustand der Systeme 
nivelliert wird. Der Versuch wurde an Kaninchenleber ausgefiihrt, 
die erhaltene Kurve hatte ganz denselben Verlauf: ein Tal zwischen 
zwei Maxima (Abb. 17). 
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Gelatine wird unter unseren Versuchsbedingungen itiberhaupt 
nicht geflockt. Als Gegenstiick wurde auch ein solcher Versuch gemacht. 
Die Proteinfaillung geschah mittels Na-Wolframat + H,SO,. Auch 
hier wurden zwei Optima erhalten (Abb. 18) mit geringerem Anstieg 
im sauren Bereich. 

Es steht somit ganz auBer Zweifel, daB wir in allen bis jetzt unter- 
suchten Objekten es mit drei Fermenten zu tun haben, wobei wir mit 
Ferment einen besonderen Fermentmechanismus bezeichnen. Und nur 
dieses ist fiir unsere Fragestellung das Entscheidende. Ohne uns auf 
die Existenz dreier chemisch differenzierbarer Fermente zu versteifen, 
haben wir Symptome eines dreifachen Verdauungsmechanismus vor uns, 
und diese Symptome sind dieselben fiir jede untersuchte Zellart. 


Um diese Gedankenginge etwas zu verdeutlichen, méchten wir 
an die von einem von uns (Steppuhn) seinerzeit ausgesprochene An- 
schauung! erinnern, wonach der eigentliche spezifisch-fermentative 
ProzeB in der Anlagerung des Ferments an sein Substrat besteht. Ist 
das einmal geschehen, so zerfallt das Substrat spontan, und zwar an 
den Stellen, die immer durch dieses Bild der Anlagerung bestimmt und 
charakterisiert sind. Die Anlagerung kann hauptsachlich oder nur 
vom Milieu im weitesten Sinne des Wortes abhingen (H-Ionen, Salz- 
ionen, Begleitkérper, sogenannte Aktivatoren usw.). Dann ist aber 
auch méglich, daB alle Unterschiede, die sich durch Verhalten und 
Wirkung verschiedener proteolytischer Fermente ergeben, im Grunde 
durch nichts anderes verursacht werden als durch Anlagerung eines 
und desselben Ferments an verschiedenen Stellen des Substrats. 


Diese Moglichkeit einer Erklarung proteolytischer Spaltungen 
durch drei Fermente sei hier nur zur Erklarung dessen erwaihnt, weshalb, 
‘wenn wir von drei Zellfermenten sprechen, wir eigentlich drei fermen- 
tative Verdauwungsmechanismen meinen und zeigen, daB alle Zellen 
dieselben Mechanismen aufweisen. Es wird der zukiinftigen Forschung 
iiberlassen sein zu zeigen, ob wir nicht in gewissem Sinne Recht haben 
zu glauben, daf ein anderes Verdauungsoptimum desselben Substrats 
durch ein ,,Fermentgemisch“ nicht immer ein anderes Ferment zu 
bedeuten braucht. Es kann ein und dasselbe Ferment unter Einflub 
des Milieus sich an verschiedenen Stellen des Substrats anlagern; 
automatisch kénnte das dann zum Aufbruch des Molekils an ver- 
schiedenen Stellen fiihren. 


Wie in unserer vorigen Arbeit, welche die Unspezifitat der pro- 
teolytischen Zellfermente behandelt, muBten unsere obigen Ergebnisse 
durch den Beweis einer Heterolyse erhirtet werden. Es sollte gezeigt 


1 Fermentforschung 7, H. 1, 8. 68. 
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werden, daB aus verschiedenen Geweben dargestellte Fermentpraparate 
Proteine anderer Zellarten verdauen, z. B. Froschleberferment Fisch- 
muskel, Kalbsleber usw. Dieses hat sich bestatigt, wie die folgende 
Tabelle II zeigt. Auf die Methodik soll hier nicht eingegangen werden, 
da sie ausfiihrlich in unserer mehrfach erwaihnten Arbeit genau be- 
schrieben ist. 
Tabelle II. 
Froschleberferment. Saure Zone. 


a) Bestimmung des Optimums. Rest-N = 0,34 mg. Lactatpuffer. 





1 2 3 4 5 6 7 
pu elektrometrisch . . . . 4,31 | 4,02 | 3,72 339 309 280 251 
Rest-N nach 24 Std. in mg | 0,62 1,16 198 1,85 151 1,23 1,06 
ee eee 0,28 0,82 1,64 1,51 1,17 | 0,89 | 0,72 


b) Einwirkung von Froschleberferment auf die frische 10°,ige Sus- 
pension von Froschleber, Fisch- und Krebsmuskel, pq = 3,5. Versuchs- 
dauer 48 Stunden. 


/ 


1. Autolyse von Froschleber ........... 145mg 
2. ae ne ¥ +} permet . . ww EO 
3. ‘i:' PENNE aos he Sk Se SOO ig 
4. " ~ - 4 Dement... ... O88. 
5. s 5 MEE ob ss «owes + 
6. - A = + Ferment... .. . 0,68 ,, 


c) Einwirkung von Froschleberferment auf denaturierte Proteine von 
Froschleber, Kalbsleber und Regenwurmmuskel. 


Fermentlésung 0,2°,; 1° ige Suspensionen von acetondenaturiertem 





Protein. px 


3,5. 


Versuchsdauer 48 Stunden. 





1. Autolyse von Froschleber AGP are 0,73 mg 
2. ” 9 “ + Perment........« Lt. 
3. es ~~ SEE wc ce we Oe 
4. ns oe Perment .... . O88 
5. ; » Regenwurmmuskel ...... . 0,74 ,, 
6. a ne re Ferment . . 0,94 


Tabelle I1]1. 
Froschleberferment. Alkalische Zone. 


a) Bestimmung des Optimums. Anfangsrest-N 


0,18 mg. Phosphat- 
puffer. 





1 2 3 4 ) 6 
Pu elektrometrisch . . se hy 8.03 7,82 | 7,68 | 744 7,21 | 6,90 
Rest-N nach 48 Stunden mg . . 0,79 O79 O71 0,91 0,55 0,79 
NC a koa Sa. ee 061 O61 O53 Of 0.37 0,61 
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b) Einwirkung von Froschleberferment auf denaturierte Proteine von 
Froschleber, Rindsniere und Fischmuskel, pq = 7,3, Versuchsdauer 48 Stunden. 


a) Bestimmung des Optimums. 


puffer. 


Autolyse von Froschleber 


” 


” 


si + Ferment 
Rindsniere i. 
rn + Ferment 
Fischmuskel . 
= + Ferment 


Tabelle IV. 


Hiihnerleberferment. Mittelzone, py = 


0,25 mg 
0,36 ,, 
Ie + 
0,29 ,, 
ks ve 
0,96 ,, 


5,0 bis 5,8. 


Anfangsrest-N = 0,07 mg. Acetat 





1 2 3 
pu elektrometrisch ss ae os 7,05 613 | 5,82 
Rest-N nach 24 Stunden mg. . . 0,43 0,90 | 1,29 
Rest-N Zuwachs mg 0,36 | 0,83 1,22 


b) Einwirkung von Hiihnerleberferment auf denaturierte Proteine von 


Hiihnerleber, Regenwurmmuskel und Hundeleber, py 
72 Stunden. 


5,28 
1,40 
1,33 


= 5,5. 


Zone. 


1. Autolyse von Hiihnerleber ; 

2. ™ a 9» + Ferment . 

3. » Regenwurmmuskel : 

4, = = + Ferment 
5. o» »» Hundeleber wu 

6. es sé + Ferment 

Tabelle V. 
Kohlsaftferment. Alkalische 
‘ a) Bestimmung des Optimums. 


puffer. 


4.80 4,50 
0.90 0.75 
0.83 | 0,68 


Versuchsdauet 


1,30 mg 
- . an 
0,04 ,, 
0,49 ,, 
0,28 ,, 
0,49 ,, 


Anfangsrest-N = 0,32 mg. Phosphat- 





pu elektrometrisch . ‘? 
Rest-N nach 48 Stunden’ mg . sce 3, 
Rest-N Zuwachs ce em 3 


4 5 ( 
7,36 | 7,15 6,86 
3.93 | 3,73 | 3,84 
3.61 | 3,41 3,02 


b) Einwirkung von Kohlsaftferment auf denaturierte 
Hiihnerleber, Hefe und Regenwurmmuskel. 


Kohlsaft, 


Autolyse von Kohlsaftprotein . em 
*9 + Ferment 


Hiihnerleber a 
‘es + Ferment . 
Hefe e4 
+» + Ferment 
Regenwurmmuskel 
— + Ferment 


Proteine von 


0,41 mg 


O54 
ORT se 
i a 
Ont ws 
6.51 .. 
OSt. « 
G4) 
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+ . . . , . 

Uber die Einzelheiten der Versuchsanordnung sowie der Darstellung 
von denaturierten Organproteinen verweisen wir auf unsere vorige 
Abhandlung!. 


Es steht somit die Identitdt des proteolytischen Fermentinstrumen- 
tariums aller untersuchten Zellarten auBer jedem Zweifel, und da wohl 
kaum anzunehmen ist, daB wir ein so besonderes Gliick hatten, zufallig 
auf diese Identitat eines begrenzten Materials zu treffen, so muB 
bestimmt an eine universelle Identitét gedacht werden. Dann ist aber 
auch der SchluB berechtigt, daB dieses iiberall identische Instrumen- 
tarium eines der altesten und konstantesten Zellmerkmale ist, welches, 
durch nichts beeinfluBt, seine Qualitaten durch die gesamte Evolution 
getragen hat. Es haben sich Zellen differenziert, sind zu ganz neuen 
Individualitaten zusammengetreten, es sind Pflanzen, Tiere, Mikro- 
organismen entstanden mit lauter verschiedenem Lebensverhalten; 
das Urvermégen des Proteinhaushaltes der Zelle, was als Urnotwendig- 
keit der Nahrungsverwertung aufgefabt werden mu, ist dasselbe 
geblieben, und zwar nicht nur als ein Mechanismus ganz allgemein, 
sondern als ein ganz bestimmter Mechanismus. Wenn aber dem so ist 
und die Front der heutigen Lebewesen gleiche proteolytische Ferment- 
mechanismen als Urerbschaft besitzt, so miissen wir diese auch im 
altesten erhaltenen und mumifizierten Material vorfinden. Es ist 
selbstverstandlich, daB wir an die Untersuchung von dgyptischen 
Mumien und Mammuthiiberresten herangetreten sind, aber noch 
ein Material schien uns aussichtsreich, und zwar wohl das 
alteste, das in Betracht kommt, mumifizierte Bernsteininklusionen 
(Insekten). Dariiber werden wir im besonderen zu berichten Ge- 
legenheit finden. 


SchluBfolgerungen. 


1. Alle bis heute untersuchten Zellen von Tieren, Pflanzen und 
Einzelligen enthalten dieselben proteolytischen Fermente (Ferment- 
mechanismen), die gegeniiber Casein dieselben drei differenten Ver- 
dauungsoptima zeigen, und zwar bei py = 3 bis 4, pa = 5 bis 6 und 
Pa = 7 bis 7,5. 


2. Das proteolytische Instrumentarium einer jeden Zelle hat 
unter Umstinden das Vermégen, das Proteinsubstrat einer jeden 
anderen Zelle anzugreifen. Damit ist die Existenz der Heterolyse im 
weitesten Sinne des Wortes erwiesen. An Stelle des Begriffs Ferment- 
spezifitat fiihren wir den Begriff ProzeBspezifitat ein, was nichts 
anderes als planmabiges Zeitgeschehen im intrazelluliren Leben 


1 Diese Zeitschr. 211, 426, 1929. 
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bedeutet. Wenn die Zelle es nicht braucht, dann wird auch 
Eigensubstrat von Eigenferment nicht gespalten, wenn sie es 
braucht —- jedes Organsubstrat von beliebigem Zellferment. Dieses 


hat nichts mit Fermentspezifitét zu tun, sondern ist Ausdruck der 
Existenz von Schutz und Sperrvorrichtungen, die wahrscheinlich im 
Milieu liegen. 

3. Die Identitaét der proteolytischen Fermentmechanismen, wie 
es scheint, in der ganzen lebenden Natur, ist ein Zeichen eines sehr 
groBen Alters dieser Zellqualitét, was an entsprechendem mumifi- 
ziertem Material zu beweisen sein wird (Mumien, Mammuthiiberreste, 


Bernsteininklusionen). 
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Die Cholesterine im Strukturverbande des Protoplasmas. 


Il. Mitteilung: 


Untersuchungen am Rinderhirn. 


Von 
G. Pfeiffer. 


(Aus dem Institut fiir Tierphysiologie der Landwirtschaftlichen Hochschule 
Bonn-Poppelsdort. ) 


(Eingegangen am 1. Februar 1930.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


In einer friiheren Mitteilung (1) wurde iiber die Untersuchung der 
Cholesterinsubstanzen am Rinderherz berichtet, sowie der Zweck 
weiterer systematischer, analytischer Arbeiten an einzelnen Organen, 
Geweben usw. jahriger Rinder angegeben. Die Untersuchungen wurden 
inzwischen weitergefiihrt, und es sollen in vorliegendem Bericht die 
Ergebnisse tiber die Cholesterinzusammensetzung im Rinderhirn mit- 
geteilt werden. 

Die Methodik (2) der Materialaufarbeitung ist die gleiche, wie 
bereits friiher kurz gestreift, jedoch ist dieselbe teilweise modifiziert ; 
ihre Zuverlassigkeit tritt in diesem Falle besonders in Erscheinung. 


Experimenteller Teil. 

Zwei Gehirne im Gewicht von 347,1 und 362,2 g von 1!.jahrigen 
Bullen bildeten das Ausgangsmaterial. Der Gehirnstamm wurde 
abgetrennt, die beiden Hemispharen einschlieBlich Kleinhirn enthautet, 
von anhaftendem Blutgerinnsel und Knochensplittern durch Waschen 
befreit und mit Gaze die iiberschiissige Feuchtigkeit entfernt. Die 
gesamte Masse, enthaltend die graue und weibe Substanz, wurde im 
Fleischwolf mit feinster Mahlscheibe gemahlen und das zerkleinerte 
Produkt in einer Porzellanschale innigst verriihrt. Der Trockensubstanz- 
gehalt betrug 23,20°,. 

Von diesem homogenen Brei der frischen Substanz wurden zur 


quantitativen Untersuchung je 4 bis 8 g mit weithalsigem Fiilltrichter 


4* 
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in Erlenmeyerkélbchen eingefiillt. Nach Uberschichten mit genitigend 


2° iger Natronlauge lieB ich die Substanz bei maBiger Temperatur 


quellen und digerierte darauf dieselbe auf dem siedenden Wasserbad. 
Nach der hydrolytischen Aufspaltung des Gewebes entstand meist 
eine dickfliissige Losung, die mit einer entsprechenden Menge Wasser 
verdiinnt wurde. 

Neben den quantitativen Bestimmungen wurde auch hier gleich- 
zeitig eine gréBere Menge Organsubstanz unter den gleichen Versuchs- 
bedingungen qualitativ aufgearbeitet, deren Gesamtcholesterin einer- 
seits fiir physikalische und chemische Untersuchungen dienen sollte, 
andererseits mir auf Grund chemischer Reaktionen kontrollmabig den 
Grad und das Ende der Hydrolyse, im Vergleich zu den quantitativen 
Aufschliissen, anzeigen sollte. 

In allen Fallen wurde die erkaltete AufschluBfliissigkeit in einen 
entsprechenden Scheidetrichter iiberfiihrt und zweimal mit viel Ather 
extrahiert ; der Abscheidung des Athers wurde mindestens 12 Stunden 
Zeit gegeben, da ein restlicher Teil des Athers sich nur sehr langsam 
von der kolloiden Fliissigkeit trennt. Eine gallertartige Vermischung 
trat bei kraftigem Durchschitteln und nicht hinreichender Verdiinnung 
ein, die jedoch durch Zusatz von konzentrierter Kochsalzlésung wieder 
getrennt werden konnte. 

Der gewaschene, abdestillierte Ather hinterlieB einen Riickstand, 
dessen Phosphorsiurereaktion durch Anwesenheit noch nicht zer- 
stérter Phosphatidspuren schwach positiv war; es wurde daher eine 
zweite Verseifung der Riickstande mit |’, iger Natronlauge vorgenommen 
und die Extraktion und weitere Aufarbeitung wie vorher ausgefihrt. 

Der nunmehr verbleibende Riickstand zeigte keine verunreinigenden 

' Beimengungen mehr und wurde aus dem zerlegbaren Claisenkolben (3) 
mit Ather in ein tariertes Wageglas iiberfiihrt und als Gesamtcholesterin 
zur Wagung gebracht. 

Die quantitativen Ergebnisse erliutert nachstehende Tabelle: 


Tabelle I. 





Cholesterin 


Gesamt- Digitonin- Oxvy- Oxy- Cholesterin- 
Einwage cholesterin cholesterin cholesterin cholesterin este? 
4.0810 0.0568 0.1682 0,0409 0.0043 0.0156 
7.1610 0,098] 0.2917 0.0799 0.0074 0.0270 
8.0050 0.1092 03262 0,0793 0.0083 0,0304 


Der Gehalt an Gesamtcholesterin, als Mittel angefiihrter Unter- 
suchungen, bezogen auf 100g frische Substanz, betrigt 1,372°,,, be- 


zogen auf 100 ¢ Trockensubstanz 5,914 °,. 
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Das Gesamtcholesterin hat einen Schmelzpunkt von 139,7°C 
und stellt ein intensiv gelb gefirbtes, aromatisches Produkt dar von 
einer trockenen, kriimeligen Beschaffenheit mit reichlicher Kristall- 
einlagerung. 

Gibt man eine nicht zu konzentrierte L6sung von Gesamtcholesterin 
in Ather-Alkohol in eine Petrischale, so sprieBen bei langsamem Ver- 
dunsten des Lésungsmittels aufrechtstehende, meist  sichelf6érmig 
gelagerte, rhombische Tafelgebilde von Reincholesterin hervor, wie 
aus Abb. 1 bei zweifacher VergréBerung zu erkennen ist. 





Abb. 1 


Schon makroskopisch kann man beobachten, dab die Kristalle 
mehr oder weniger von aufgelagertem, amorphem Oxycholesterin und 
fettigen Estern getriibt sind; auf dem Boden der Petrischale liegt ein 
durchsichtiger, fettiger Uberzug, der fast ausschlieBlich aus esterifizierten 
Cholesterinen zu bestehen scheint. Der dem Gesamtcholesterin an- 
haftende gelbe Farbstoff gesellt sich bei langsamer Kristallisation vor- 
wiegend den Estern zu, so dab es sich hier wahrscheinlich um die Lipo- 
chrome (4) handelt, jene fettléslichen Farbstoffe, die sich iiberall schon 
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in den primitivsten Organismen, wie auch in fast allen tierischen Ge- 
weben vorfinden. Es sind dies aber keine Produkte der tierischen Zelle, 
sie sind vielmehr einfach deponierte Farbstoffe des Pflanzenreiches und 
chemisch dem Cholestan verwandt. Die Lipochrome spielen wohl eine 
wesentliche Rolle im Zellstoffwechsel, da sie leicht Sauerstoff aufnehmen. 

Bei mehrfachem Umbkristallisieren des Gesamtcholesterins oder 
mehrstiindigem Lagern an der Luft verschwindet bald der gelbe Farb- 





Abb. 2. 


stoff; médglicherweise haingt das Verschwinden der Lipochrome mit 
einer oxydativen Veranderung zusammen, jedoch kénnte auch eine 
Verfliichtigung dieser Kohlenwasserstoffe als | wahrscheinlich ange- 
nommen werden. Ihre quantitativen Beimengungen sind zu gering, 
um mit Sicherheit einen Entscheid treffen zu kénnen. 

Zur mikroskopischen Identifizierung der Kristallmasse wurde in 
Alkohol-Ather geléstes Gesamtcholesterin auf einem Objekttrager 
verdunstet; durch die rasche Verfliichtigung der geringen Lésungs- 
mittelmengen tritt eine deutliche Trennung der Komponenten zutage, 


wie sie Abb. 2 bei etwa 100facher Vergr6éBerung wiedergibt. 
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. r . . . . . . s 

Die Kristallisation des Reincholesterins ist durch Cherlagerung 
mit dligen Tropfen von Cholesterinestern sichtlich gestért. Als weiterer 
Anteil erscheinen radial geschrumpfte, ockergelb gefairbte Drusen von 


Oxycholesterin, die gleichfalls von feinsten Fetttrépfchen iiberlagert 
und durchsetzt sind. 

Nach Ausfillung der Cholesterine mit Digitonin errechnete sich 
aus der Additionsverbindung durch Multiplikation mit 0.2431 fiir 





Abb. 3. 


Cholesterin + Oxycholesterin ein Gehalt von 0,993°, in 100 ¢ frischer 
Organsubstanz bzw. von 72,38", als Anteil ¢m Gesamtcholesterin. 
Die Additionsverbindung Digitonincholesterin wurde nun_ in 
siedendem Xylol zerlegt. Der fiir solehe Zwecke empfohlene Extraktions- 
apparat nach Stock (5) hat sich nach meinen Beobachtungen hierfiir 
nicht besonders bewahrt, da die im Xyloldampf hingende Extraktions- 
hiilse durch herabtropfendes, kondensiertes Xylol bereits zu stark 
abgekiihlt wird, um noch eine weitgehende Aufspaltung der Verbindung 
bewirken zu kénnen. Vielmehr habe ich die fein zerriebene Substanz 
in einem Kélbchen mit der 50fachen Menge rektifizierten Xylols etwa 











DS G. Pfeiffer: 


20 Minuten auf dem Sandbad in langsamem Sieden  gehalten 
und dabei feststellen kénnen, daB auf diese Weise die Zerlegung 
des Digitoninniederschlags in seine Komponenten nahezu quanti- 
tativ erfolgt. 

Das erkaltete Xylol wurde in eine Kristallisierschale filtriert und 
das Filter wiederholt mit Ather nachgewaschen. Den Riickstand des 
Filtrats kristallisierte ich aus Alkohol-Ather um. Das auf diese Weise 
erhaltene Cholesterin-Oxycholesteringemisch erwies sich als esterfrei; 
siehe Abb. 3 bei 120facher VergréBerung. 

Der Schmelzpunkt der fallbaren Cholesterine lag bei 142,7° C 
die unter den gleichen Bedingungen aus den Herzmuskeln isolierten, 
nicht esterifizierten Cholesterine hatten einen Schmelzpunkt von 
140,8° C (6). Dieser bedeutende Unterschied in der Schmelzpunkthéhe 
kann nur durch den verschiedenen Gehalt an Oxycholesterin bedingt 
sein; die Substanz schrumpft zwar einige Grade unter dem Schmelz- 
punkt zu einer durchsichtigen Masse, schmilzt dann aber scharf zu 
einer gelblichen Fliissigkeit zusammen. 

Da eine analytische Trennungsméglichkeit von Cholesterin und 
Oxycholesterin nicht bekannt ist, ihr quantitatives Mischungsverhaltnis 
jedoch von physiologischem Interesse sein diirfte, habe ich auf andere 
Weise versucht, wenigstens annahernd ihr Vorkommen nebeneinander 
festzustellen. 

Legt man den Schmelzpunkt des Reincholesterins mit 146,5° C, 
den des Oxycholesterins mit 110°C zugrunde, so wird entsprechend 
dem prozentualen Mengenverhiltnis der beiden Cholesterine der Schmelz- 
punkt der Mischung sich in zu berechnender Weise verschieben, und 
.zwar in solcher Weise, daB eine Beimengung von | °,, Oxycholesterin 
den Schmelzpunkt des Reincholesterins um 0,365° C erniedrigt. Arbeitet 
man mit einem in !,,° geeichten Thermometer, so kann man mit 
Hilfe der Schmelzpunktsbestimmung den Gehalt eines Cholesterin- 
gemisches an Oxycholesterin mit ziemlicher Genauigkeit bis auf 0,3", 
festlegen. 

Nach der Schmelzhéhe errechnet sich fiir den vorliegenden Fall 
ein Gehalt an Oxycholesterin von 10,40°,, im fallbaren Cholesterin- 
anteil bzw. von 7,50°., im Gesamtcholesterin. 

Aus dem Filtrat der Digitoninfallung wurden nach dessen vor- 
sichtigem Kindampfen und Extraktion mit Ather die Cholesterinester 
isoliert. Der Ather hinterlieB eine dlige, schwach gelbliche Masse, die 
nach einiger Zeit fest wurde. 


Bei Aufarbeitung gréBerer Materialmengen erhalt man gut 
erkennbare, stark lichtbrechende, délige Tropfen, wie sie in 
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Abb. 4 bei vierfacher VergréBerung zu erkennen sind. Eine Kristall 
bildung oder Kristalleinlagerung ist auch mikroskopisch nicht fest- 


zustellen. Der Schmelzpunkt wurde zwischen 37 bis 39° © gefunden 
Der Esteranteil betragt 0.379°,, in 100¢ frischer Substanz. bzw 


27,62°,, im Gesamtcholesterin. 
Werden die Cholesterinester, die auch nach Monaten keine kristal- 
linische Einlagerung zeigen, in wenig absolutem Alkohol konzentriert, 





Abb. 4. 


so setzt sich nach 12 Stunden ein geringer Niederschlag ab, der mikro- 
skopisch als lingere, diinne Nadeln erscheint: ér betragt 0.22 °. vom 
Gesamtcholesterin. 

Sein Schmelzpunkt lag bei 41° C; die Verseifung des kristallinischen 
Anteils mit alkoholischer Kalilauge zeigte die rhombischen Tafeln des 
Reincholesterins, so da mit Sicherheit auf den Cholesterinélsaiureester 
zu schlieBen war. 

Die nach Abtrennung der Kristalle verbleibende alkoholische 
Esterlésung schied nach weiterem Einengen keinen Niederschlag 








oe 
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mehr ab, so daB bis zur Trocknis verdunstet wurde. Der dlige Riick- 
stand wurde gleichfalls am RiickfluBkihler verseift und nach Ver- 
diinnung mit Wasser in bekannter Weise mit Ather extrahiert. Da 
der Extraktionsriickstand verfarbt war, fallte ich wiederum mit Digi- 
tonin und spaltete den Niederschlag in siedendem Xylol auf. So konnte 
ermittelt werden, was bereits als wahrscheinlich anzunehmen war, 
daB in den éligen Trépfechen eine Verbindung vorlag, in der Olsiure mit. 
Oxycholesterin verestert war. 


Tabelle II. 





: ; : In 100g frischer Py 
Material: Rinderhirn Substanz Schmelzpunkt cholesterin 
0/,, oC Oo 
Gesamtcholesterin. . ...... 1,3720 139,7 
Cholesterin + Oxycholesterin . . . 0,9930 142.7 72,38 
Pe 5 ie whe NS 0,1029 — 7,50 
ee 0,3790 37—39 27,62 
Cholesterin-Olsaureester . . . . . 0,0031 41 0,22 
Oxycholesterin-Olsiureester. . . . 0.3759 37—38 27,40 


In der Tabelle II wird eine Ubersicht der im Verlauf des experimen- 
tellen Berichtes angefiihrten Untersuchungsergebnisse gegeben. 


Augenfallig ist bei den Resultaten, daB ich entgegen den Angaben 
von Biinz (7), Frdnkel (8) u. a. (9) einen sehr betriachtlichen Cholesterin- 
estergehalt in der Gehirnsubstanz gefunden habe; die Angaben von Baum- 
stark (10), Lifschiitz (11) und Gassner (12), welche dagegen Ester als vor- 
handen angeben, werden somit bestatigt. 

Eine Erklarung fiir diese abweichenden Befunde ist nach meinen 


Y 
Beobachtungen nur durch die verschiedenen Cholesterinisolierungsmethoden 
zu geben. Denn trocknet man beispielsweise das Organmaterial mit wasser- 
freiem Aceton nach Methode Frdnkel (13) und zieht es mit Lésungsmitteln 
aus, so erhalt man nach Verseifung der Lésungsmittelriickstande ein Gesamt - 
cholesterin, das einen Schmelzpunkt von 144,8°C hat, also dem des Rein 
cholesterins um 5,1° naher liegt als das obige nach der alkalischen Aufschlub- 
methode erhaltene Gesamtcholesterin. Es kann weiter als wahrscheinlich 
angenommen werden, da die Trocknung der Organsubstanz einen deut 
lichen EinfluB auf die quantitative Cholesterinbestimmung ausiibt, indem 
die Trockenprozesse eine mehr oder minder starke Verkettung der Chole 
sterine mit anderen Protoplasmabestandteilen, vornehmlich den Lipoiden, 
verursachen; dadurch entgeht; ein Teil der Cholesterine der Lésungsmittel- 
extraktion. 

Bei der chemischen Zersetzung frischen Materials durch verdiinnte 
Natronlauge und der groBen Widerstandsfahigkeit der Cholesterine gegen 
letztere darf man daher mit Bestimmtheit die erfolgreiche Begegnunyg 
analytischer Unstimmigkeiten voraussetzen. 
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Zusammenfassung. 


1. Die Ergebnisse iiber die Cholesterinuntersuchungen im Rinder- 
hirn werden mitgeteilt. 

2. Der annaihernde Oxycholesteringehalt im fallbaren Cholesterin- 
anteil wird durch die Schmelzpunktsbestimmung zu erfassen versucht. 

3. Entgegen den Befunden anderer Forscher wird ein betricht- 
licher Cholesteringehalt im Gehirn festgestellt. 

4. Die widersprechenden Angaben iiber den Cholesteringehalt in 
Gehirnsubstanz sind durch die methodische Materialaufarbeitung zu 
erklaren. 

Literatur. 
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Uber die Wirkung des Thyroxins und Acetylthyroxins 
auf die Metamorphose der Axolotl. 


Von 
A. A. Titajew und B. R. Summ. 


(Aus dem Laboratorium fiir experimentelle Biologie an der Swerdlov- 
Universitat, Moskau.) 


(Eingegangen am 1. Februar 1930.) 
Der von Thyroxin auf die Metamorphose der Axolotl ausgeiibte 


ausgepragt spezifische EinfluB ist nicht mehr zu bezweifeln. 


Die Arbeiten von Abelin? und B. Zawadovsky* zeigten, daB sogar 


; dem Thyroxin chemisch sehr nahe stehende Stoffe wie Dijodtyrosin zwa1 
{ die Metamorphose auszulésen imstande sind*, quantitativ betrachtet sind 
f sie aber in ihrer Wirkung mit dem Thyroxin unvergleichbar. Dasselbe 
gilt auch fiir das anorganische Jod‘,>. Eine ebenso hohe Spezifitét des 
Thyroxins wurde von B.Zawadovsky und anderen an biologischen Re- 
aktionen — Mauser und Depigmentierung — bei Végeln nachgewiesen ®. 


Die Erforschung der Wirkung, welche intramolekulare Anderungen 
auf die Aktivitét des Thyroxins ausiiben kénnen, soll tieferen Einblick 
in das Problem erméglichen. Dieser Frage haben wir die vorliegende 
Arbeit gewidmet, wobei wir die Bedeutung der Acetylierung des 
q Thyroxins fiir seine Aktivitat sowie die Wirkung der intramolekularen 
Anderungen untersuchten, die zur Bildung der ,,offenen“ und der 
,geschlossenen“ Thyroxin- und Acetylthyroxinformen nach Kendall 

fiihren. Diese Fragen wurden bereits teilweise studiert. 
Das Dehalogenieren bedingt einen vollstandigen Verlust der spezifischen 
Wirkung des Thyroxins. Durch Acetylierung verliert es nach den Angaben 


1 Abelin, diese Zeitschr. 116, 138, 1921. 
E * B.Zawadovsky, A. Titajew, Z. Perelmutter und WN. Raspopowa, 
4 Pfliigers Arch. 217, H. 2, 1927. 
3 A. Titajew, Journ. exper. Biol. i. mediz. 82, 1929. 

4 Blacher und Belkin, Troudy Zooparka, Teil 3, 1927. 

5 B. Zawadovsky, N.A. Raspopowa, T. P. Rolitsch und Umanowa 
Zawadovskaya, Zeitschr. f. d. exper. Med. 61, 526, 1928. 

® B.Zawadovsky und A. Titajew, Roux’ Arch. Entwickl. 118, 528, 1928 
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von Kendall', von Swingle, Helft und Zwemer? seine den Grundumsatz 
der Saugetiere betreffende Aktivitaét. Diese Tatsache ist natiirlich mit dem 
Austausch der Hydroxyl- und Aminogruppe gegen Acetyl verbunden, da 
ja gerade dem Vorhandensein dieser Atomgruppen das Thyroxin seine 
Aktivitat beziiglich des Stoffwechsels verdankt. Aber die Beschleunigung 
der Metamorphose von Amphibienlarven findet auch unter der Wirkung 
des Acetylthyroxins statt. Daraus kann der SchluB gezogen werden, dab 
die Metamorphose hauptsachlich durch die Jodkomponente der Thyroxin- 
molekiile, die im Organismus unter Bildung von Hypojodit (Kendall) zer- 
fallen, bewirkt wird. Dieser SchluB wird durch die beschleunigende Wirkung 
des kristallinischen Jods* auf die Metamorphose der Amphibien bestitigt. 

Die zwei verschiedenen Effekte der Thyroxinwirkung, die sich auf die 
Metamorphose einerseits und auf den Grundumsatz andererseits beziehen, 
miissen also nach Kendall und Swingle auf zwei verschiedene chemische 
Reaktionen zuriickgefiihrt werden. In der Arbeit von Belchradek und 
Huczley* wird aber festgestellt, daB die Zunahme des Grundumsatzes die 
Metamorphose beschleunigt und umgekehrt der Riickgang des Grund- 
umsatzes zur Verlangsamung der Verwandlung fiihrt. Auf Grund dieser 
Tatsache kann mit bedeutender Wahrscheinlichkeit behauptet werden, 
daB das Thyroxin, welches durch Acetylierung seinen Einflu8 auf den 
Metabolismus verloren hat, auch auf die Metamorphose eine geringere 
Wirkung ausiiben mu. Einen Hinweis darauf kénnen wir schon in den 
Untersuchungen von Kendall und Swingle finden; dabei wurde aber die 
Frage von der quantitativen Seite aus nicht untersucht. Die vorliegende 
Arbeit stellt sich die Aufgabe, diese Liicke auszufiillen. 


Methodik. 


Der Verlauf der Metamorphose wurde durch wéchentliche Messungen 
des Gewichts, der Kérperlinge, der Linge und der Héhe der Riicken- 
flosse und der Lange des Kiemenstrahles verfolgt. 

Die Héhe der Riickenflosse wurde stets an derselben Stelle gemessen, 
namentlich neben den hinteren Extremitiiten. Die Messung des Kiemen- 
strahles wurde ebenfalls stets auf demselben Randstrahl (von der Mittel- 
linie rechts) ausgefiihrt. Die Beobachtungen dauerten in den ersten zwei 
Versuchsserien einen Monat, in den letzten Serien 2 Monate. Das zu priifende 
Praiparat wurde in geléstem (Wasser mit Alkalizusatz) Zustande in die 
K6érperhéhle des Axolotls einmalig injiziert. Es wurden folgende Stoffe 
eingefiihrt: Thyroxin I (Ketoform nach Kendall), Thyroxin II (offene Form 
nach Kendall), AcetylthyroxinI und Acetylthyroxin II. Die angewandten 
Dosen betrugen 0,1, 0,03, 0,01 und 0,003 mg. 

Die gepriiften Praiparate wurden folgendermaBen hergestellt : 

1. Das Thyroxin wurde teilweise von der Firma La Roche® erhalten, 
teilweise in unserem Laboratorium aus trockener Schilddriise nach Harring- 
ton gewonnen. 


1 Kendall, The Harvey lectures 1919/20, Ser. XV, S. 41—57, zitiert 
nach Kendall, Thyroxine 1929. 

2 Swingle, Helft und Zwemer, Amer. Journ. of Physiol. 5, Nr. 1, 
S. 70, 1924. 

3 Abelin und Scheinfinkel, Pfliigers Arch. 198, 1923. 

* Belchradek und Hualey, Journ. of Physiol. 64, 1927. 

5 Der Firma La Roche, die uns das Praéparat liebenswiirdig zur Ver- 
fiigung stellte, soll hier unser innigster Dank ausgedriickt werden. 
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2. Die ,,offene“* Thyroxinform, Thyroxin II, wurde von uns nach der 
Kendalischen Methode hergestellt: Kochen des Thyroxinsulfats in destil- 
liertem Wasser, bis der Niederschlag kristallinisch wurde. Schmelzpunkt 225°. 


Die Acetylierung geschah ebenfalls nach Kendall. 

Die zwei gewonnenen Acetylpriparate deuten wir als Acetylthyroxin I 
(Schmelzpunkt 238°) und Acetylthyroxin II (Schmelzpunkt 152°). 

Wir stellten insgesamt vier Versuchsserien an. In den ersten 
zwei Serien wurden 62 Axolotl untersucht. Einige Tiere erhielten 
dabei Acetylthyroxin I in alkoholischer Lésung (5 bis 15°,, Alkohol), 
welche aber einen nur geringen EinfluB auf die Metamorphose ausiibte. 
Schon auf Grund der in diesen Serien gewonnenen Ergebnisse kamen 
wir zum SchluB, daB alle Thyroxin- und Acetylthyroxinformen die 
Metamorphose auszulésen imstande sind, wobei Thyroxin I die starkste 
Wirksamkeit sowie die héchste Giftigkeit aufwies: die Injektion von 
0,1 mg Thyroxin fiihrte beim Axolotl am 5. bis 6.Tage zum Tode. 


Dieselbe Dosis aller anderen Praparate war ganz unschadlich 
oder fiihrte zum Tode erst in 25 bis 30 Tagen (Thyroxin II). In den 
nachsten zwei Serien versuchten wir, die Wirksamkeit unserer Praparate 
genauer zu verfolgen. Die Ergebnisse dieser Serien (22 und 16 Axolotl) 
sind in der Tabelle zusammengefaBt. 


Die Zusammenstellung der in diesen beiden Serien gewonnenen 
Ergebnisse fiihrt uns zu folgenden Schliissen: 


1. Das Thyroxin stellt ein auf die Metamorphose energischer 
wirkendes Praparat als das Acetylthyroxin dar. Von allen Axolotl, 
welche gleiche mittlere Dosen (0,03 mg) von den vier Praparaten er- 
halten haben, vollendeten die Metamorphose am friihesten die, denen 
Thyroxin injiziert worden war. 

2. Die schwiachere Dosis (0,01 mg) bewirkte eine vollstandige 
Metamorphose fast ausschlieBlich bei den Axolotl, die Thyroxin erhalten 
hatten. Bei gleicher Acetylthyroxindosis wiesen die Axolotl keine voll- 
endete Metamorphose auf. 

3. SchlieBlich muB die geringere Toxizitaét des Thyroxins II und 
der Acetylderivate des Thyroxins hervorgehoben werden. Die Injektion 
von 0,1 mg dieser Praparate bedingt den Tod nicht friiher als am 
10. Tage, wahrend in der Halfte der Fille die Axolotl am Leben bleiben 
und sich in Amblystoma verwandeln. Eine Injektion von 0,1 mg 
Thyroxin I fiihrt den Tod schon am 5. bis 6. Tage herbei (Serie | 
und II). 

Unsere Ergebnisse haben also erneut die weitgehende Spezifitat 
des Thyroxins bestatigt, auf die in den friiheren Arbeiten von 
B. Zawadovsky u. a. hingewiesen wurde. Die héchste Aktivitat wies 
das vollwertige unverainderte Thyroxinmolekiil auf, in welchem 
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1 aktive Gruppen — J, NH,, OH — vorhanden sind. Unter diesen 
l- drei Komponenten fallt die iiberwiegende Rolle dem Jod zu, obwohl 
die Ausschaltung der anderen zwei Gruppen die Aktivitaét des Thyroxins 
herabsetzt, vielleicht vollstandig aufhebt (Alkohollésung von Acetyl I). 








Wenn wir die Aktivitat des Thyroxins I und IT einerseits und des 
Acetylthyroxins I und II andererseits vergleichen, so finden wir, daB 
“4 in der ersten Gruppe Thyroxin I und in der zweiten Acetylthyroxin II 
" am wirksamsten sind. 
e. 
A. Thyroxin I und II. 
n 
™ 1. 0,1 mg ThyroxinI tétet die Axolotl schon am 5. bis 6. Tage. 
te Bei derselben Dosis des Thyroxins II kommen die Tiere zur fast voll- 
- standigen Metamorphose, oder der Tod tritt erst in Phase III und IV 
». einen Monat nach der Injektion ein (Tabelle I). 
th 2. Axolotl 4 erhielt 0,01 mg Thyroxin], wahrend dem Axolotl 8 
n eine dreimal starkere Dosis (0,03 mg) des Thyroxins II injiziert wurde; 
te dabei wurde die Metamorphose beider Tiere in gleicher Zeit — 30 Tage — 
1) vollendet. In disem Falle wurde also eine dreimal geringere Aktivitat 
der ,,offenen“ Thyroxinform als der ,,Keto“form festgestellt. 
- Tabelle I. 
er ies AG ——— Unverwandelte Axolotl 
t] Priiparat pay el Axolotl Austet 
- und Dosis a aes -_ ne a ee as dhalglidbesiediag cocheranniameans 
T- ei Yahi Frist. Zahl — und Zahl Beobachtungsdauer 
ase und Phase 
en 
Thyroxin I 
a 0,03 4 4 29 
g 0.01 4 3 38 1 | 60 Tage, 1. Phase 
en Thyroxin Il y 
ll- 0,1 2 1 | 31 | 1 | 25 Tage 
4. Phase 
0,03 2 1 31 1 60 Tage, 
nd erste Zeichen der 
Metamorphose 
- 0,01 2 1 | 45 1 | 69 Tage, Rackgang 
im der Metamorphose 
en Acetylthyroxin I 
0,1 4 2 | 881 2 10 Tage 
ng 0.03 4 2 | 56 2 69 Tage, 1. Phase 
e | 0,01 4 — — 4 60 Tage, 
erste Zeichen der 
Acetylthyroxin IT Metamorphose 
pat 0,1 4 2/38) 1 24 Tage 1 
1. Phase 
9 0,08 4 2 45 1 17Tage | 1 
les 2. Phase 
om 0,91 4 ys - 4 


Biochemische Zeitschrift Band 220. - 
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3. 0,01 mg Thyroxin I bewirkte die vollstandige Verwandlung 
in Amblystoma am 38. Tage (Tabelle 1), wahrend nach derselben 
Dosis des Thyroxins II die Vollendung der Metamorphose erst am 
45. Tage verzeichnet werden konnte (Tabelle I). 


Alle diese Tatsachen sind vollstandig hinreichend, um die Kendall- 
sche ,,offene“ Thyroxinmodifikation als weniger aktiv zu betrachten. 
Die Struktur dieser Thyroxinform bleibt aber noch unbekannt, und 
wir besitzen keine Anhaltspunkte tiber die Ursache der Aktivitats- 
verminderung. 


B. Acetylderivate des Thyroxins. 


Was die Acetylderivate betrifft, so wies hier die ,,offene‘’ Form 
eine etwas héhere Aktivitat auf. In der Serie III trat die Verwandlung 
in Amblystoma nach der Injektion des Acetylthyroxins I] um 2 Wochen 
friiher ein als nach der gleichen Dosis des AcetylthyroxinsI in 
wasseriger Lésung (Tabelle I). In der Serie lV betragt dieser Unter- 
schied eine Woche. 


Wie erwahnt, besteht die Acetylierung des Thyroxins im Ersatz 
des Wasserstoffs durch Acetyl in den Gruppen OH und NH,. 
So wird das Diacetylthyroxin erhalten. Aber die Acetylderivate mit 
Ersatz des Wasserstoffs in der Hydroxylgruppe sind nicht haltbar, und 


die Acetylgruppe wird bei Behandlung mit Alkali leicht abgespalten. 
Wenn wir die Herstellungsweise des Acetylthyroxins beriicksichtigen, 
so kénnen wir annehmen, da es sich bei Acetylthyroxin I wahr- 
scheinlich um _ Diacetylthyroxin handelt, waihrend das _ Acetyl- 
thyroxin II ein Monoacetylthyroxin mit Ersatz in der NH,-Gruppe 
darstellt!. Diese Annahme bestatigt sich durch die Tatsache, daB das 
frisch hergestellte Acetyl I nicht die Reaktion mit salpetriger Saure 
nach Kendali gibt. ‘ 


Dieser Unterschied in der Struktur beider Acetylderivate mub 
augenscheinlich als Ursache ihrer verschiedenen Aktivitat betrachtet 
werden. Das Acetyl I in Alkohollésung ist nach unseren Versuchen 
sehr wenig aktiv, in wasseriger Lésung aber schon genug aktiv, obwohl 
weniger als Acetyl II, d. h. Monoacetyl. Die Ursache liegt wahr- 
scheinlich darin, daB Diacetyl in wasseriger Lésung sich unter Bildung 
von Monoacetyl zersetzt. 


Es besteht kein Zweifel, daB beiden Gruppen — OH und NH, - 
eine spezifische Bedeutung fiir den Metabolismus, aber nicht fiir die 


1 Wegen des Materialmangels konnten wir diese Frage nicht genau 
untersuchen. 
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Metamorphose zukommt. Indem aber diese Atomgruppen des Thyroxins 
den Metabolismus férdern, beschleunigen sie indirekt auch die 
Metamorphose. Beim Ausschalten beider Gruppen durch Acetylierung 
wird die Metamorphose verzégert, und dies in bedeutenderem 
MaBe als beim Ausschalten nur einer Gruppe (NH,). 


Der EinfluB8 des Phenolhydroxyls auf den Metabolismus ist uns 
bereits aus der Wirkungsweise anderer hydroxylhaltiger Stoffe bekannt 
(Adrenalin, Atmungschromogene von Palladin', Chlorogensiure 2). 


Allerdings soll bemerkt werden, dab die vorwiegende Bedeutung 
der Jodkomponente fiir die Metamorphose der Axolotl besonders 
bei Injektion groBer Mengen (0,1 mg) unserer Acetylpraparate in Er- 
scheinung trat; dabei konnte schon kein verstarkender EinfluB seitens 
der OH- und NH,-Gruppe mehr verzeichnet werden. . Die Axolotl, 
die je 0,1 mg beider Acetylderivate erhalten haben, vollendeten die 
Metamorphose wahrend derselben Zeit (Tabelle 1). 


SchlieBlich soll darauf hingedeutet werden, daB Acetylderivate 
nach Zawadovsky u.a.* imstande sind, bei den Hiihnern quantitativ 
geringeres Mausern und geringere Depigmentation als die urspriingliche 
Form zu erzeugen, wobei Acetyl I in diesem Falle wie auch in unseren 
Experimenten bedeutend geringere Aktivitaét als Acetyl II gezeigt hat. 


Zusammenfassung. 


1. Alle von uns gebrauchten Thyroxin- und Acetylthyroxin- 
praparate sind imstande, die Metamorphose des Axolotls hervorzurufen. 


2. Nach dem Aktivitaétsgrad kénnen die gepriiften Priparate 
in folgender Weise eingereiht werden: ThyroxinI, Thyroxin II, Acetyl- 
thyroxin II (verm. Monoacetyl), Acetylthyroxin I (verm. Diacetyl). 


3. Die Dosis von 0,1 mg ThyroxinI ist toxisch tnd tétet die 
Axolotl in 5 bis 6 Tagen; nach gleicher Dosis der Acetylderivate voll- 
enden die meisten Axolotl ihre Metamorphose ganz glatt wiahrend 
38 Tagen. 

4. Die bequemste Dosis zur Priifung der relativen Aktivitat 
simtlicher vier Derivate betrigt 0,03 mg; nach Einfiihrung dieser 
Dosis verwandeln sich alle Axolotl in Amblystoma, wobei die Vollendung 
der Metamorphose verschiedene Zeit in Anspruch nimmt. 


1 Kostytschew, Pilanzenatmung. Berlin, Verlag Julius Springer. 

2 Oparin, diese Zeitschr. 182, 155, 1927. 

3 B. Zawadovsky, A.A. Titajew und Fayermark, Endokrinologie 5, 
416, 1929; in dieser Arbeit sind unsere Ergebnisse schon erwahnt. 
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5. Alkohollésung von Acetyl I ist fast inaktiv. Die Aktivitat 
seiner wasserigen Lésungen beruht wahrscheinlich auf partieller Zer- 
setzung unter Bildung von Acetyl II. 


6. Die bedeutsamste und unmittelbare Rolle in der Aktivierung 
der Metamorphose der Amphibien spielt die Jodkomponente des 
Thyroxins, aber das Vorhandensein von zwei anderen aktiven Gruppen 
OH und NH, oder nur einer OH-Gruppe erhéht die Aktivitat ces 
Thyroxins. 


Herrn Prof. B. Zawadowsky méchten wir an dieser Stelle unseren 
besten Dank fiir seine wertvollen leitenden Ratschlige aussprechen. 
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Versuche iiber Eiweibabbau. 


Von 


Otto Fiirth. 


1. Uber die Stickstoffentwicklung aus Proteinen unter der 
Einwirkung von Natriumhypobromit und ihre Beziehung 
zum Arginingehalte. 


Von 
Fritz Fromm. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Universitat Wien.) 
(Eingegangen am 3. Februar 1930.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Schon Hiifner! hat, als er seine Neukonstruktion des Knopschen 
Apparates beschrieh, darauf hingewiesen, daB Proteine mit Bromlauge 
Stickstoff entwickeln. Aber erst nahezu 40 Jahre spiter haben 
Skraup und Witt? sich naher mit dieser Reaktion beschaftigt und experi- 
mentelle Angaben dariiber gemacht. Sie konnten in der Tat eine recht 
betrachtliche Stickstoffentwicklung bei einer Reihe von Proteinen 
beobachten, deren Herkunft aber unaufgeklart blieb, nachdem Stuhetz* 
gezeigt hatte, daB von den zahlreichen von ihm untersuchten Amino- 
siuren lediglich das Arginin mit Bromlauge Stickstoff, und zwar ein 
Drittel bis die Halfte seines N entwickelte, der halbe Arginingehalt 
der untersuchten Proteine aber weit geringer war, als es den beabach- 
teten Stickstoffmengen entsprach (vgl. Tabelle I). 


Stickstoffentwicklung aus Proteinen nach Skraup und Witt, verglichen mit 
deren Arginingehalt nach Fiirth und Deutschberger *. 





Arginin Halber Arginin-N N-Entwicklung in Leicht abspaltbarer 


Protein 5. Oi. cin Meee : des Gesamt-N N in %Jo des 
96 in °/o des Gesamt-N nach Skraup u. Witt Gesamt-N 
Casein 5,2 5,4 20 i) 
Gelatine . 9,1 8.4 19 1 
Hiihnereiwei 5,0 5,5 18 8 
Serumglobulin . 6,1 6,5 23 6 





Journ. f. prakt. Chem. (2) 3, 1, 1870. 
Monatshefte f. Chemie 28, 605, 1907. 


1 
2 

3 Ebendaselbst 27, 601, 1906. 

4 Diese Zeitschr. 186, 139, 1926. 
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Auch wenn man mit Skrawp annehmen will, daB der leicht abspalt- 
bare Stickstoff an der Stickstoffentwicklung beteiligt ist, was aber nach 
unseren Beobachtungen keineswegs erwiesen erscheint, bleibt ein 
teilweise erheblicher StickstoffiiberschuB, dessen urspriingliche 
Bindung unaufgeklart ist. Der Mechanismus der Hypobromiteinwirkung 
auf Aminosaiuren und Polypeptide ist durch zahlreiche neuere Arbeiten', 
unter denen die Untersuchungen Goldschmidts und seiner Mitarbeiter 
an erster Stelle stehen, weitgehend geklart; aber fiir die Frage der 
N-Entwicklung lieB sich —- wenigstens a priori --- nichts daraus folgern. 


Unsere Untersuchung einiger tierischer und pflanzlicher Proteine 
fiihrte zunachst auch an diesem Material zu einer Bestatigung der 
Skraupschen Beobachtung, daB weit mehr Stickstoff entwickelt wird, 
als dem halben Arginin-N-gehalt der betreffenden Proteine entspricht. 
Das Studium des zeitlichen Ablaufs dieser Gasentwicklung ergab 
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die iiberraschende Feststellung, daB die N-Entwicklung in zwei Stufen 
erfolgt. Jn den ersten 10 bis 20 Minuten wird mit groper Geschwindigkeit 
der Stickstoff abgeschieden, der anndhernd? dem halben Argininstickstoff 
entspricht ®. 


1 Langheld, B. 42, 392, 1909; Goldschmidt und Mitarbeiter, B. 58, 1346, 
1925; A. 456, 1, 1927; A. 471, 1, 1929; Brigl und Held, Zeitschr. f. physiol. 
Chem. 152, 230, 1926; Wright, Biochem. Journ. 20, 524, 1926; Abderhalden 
und Kréner, Zeitschr. f. physiol. Chem. 168, 201, 1927; Grdnacher und Wolf, 
Helv. Chimica Acta 10, 815. 

2 Schon Hiifner (a. a. O.) hat festgestellt, da die N-Entwicklung aus 
Harnstoff, Kreatin usw. keineswegs ganz quantitativ erfolgen mu8. Ein 
Teil des Stickstoffs entzieht sich der Bestimmung infolge von Cyanat- 
bildung (Literatur s. bei Donald, Journ. chem. soc. London 127, 2255, 1925). 
Stuhetz (a. a. O.) beobachtete beim Arginin dieselben Verhialtnisse, dik 
leider eine Verwertung dieser auBerordentlich schnellen Methode zu quan- 
titativen Argininbestimmungen in Proteinen nicht gestatten. 

3’ Bei den ganz argininarmen Proteinen Zein und Oryzanin war jedoch 
diese primare N-Entwicklung weit gréBer als dem Arginingehalt entsprach 
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t- Dann folgte nach einem Stillstand bis zu einer Stunde eine zweite 
h wesentlich langsamere Stickstoffentwicklung von betrachtlichem Umfang 
n (vgl. die Kurven I bis IV). Der bei der Hydrolyse als Ammoniak leicht 
ie abspaltbare Stickstoff entsprach in keinem Falle dem Ausma® dieser 
ie Gasmenge. Es lieB sich ferner bestatigen, daB Sduwreamide, z. B. Acet- 
', amid, nur Spuren ihres Stickstoffs unter der Einwirkung von Bromlauge 
ol abgeben!. Auch Asparagin entwickelte mit Bromlauge nur einen 
oa kleinen Bruchteil seines Stickstoffs. Wenn man auch seit Menschutkins? 
n. Untersuchungen weib, da die Haftfestigkeit des Saureamid-N mit 
1e der Kettenlinge abnimmt, so schien die Annahme einer soviel starkeren 
er Lockerung des Saiureamid-N im Protein als im Acetamid und Asparagin 
d. um so mehr gewagt, als sich in einem lang dauernden Versuch mit 
t. Arginin erwies (Kurve V), daB auch hier nach der Abspaltung der 
ib Halfte des Stickstoffs in den ersten 5 Minuten eine langsame zweite 

Gasentwicklung nach einiger Zeit einsetzte. Es wird anscheinend 

gemiB dem Langheldschen (a. a. O.) Schema: 

2 NaOBr HBr — CO, 
RCHCOOH ——> RCHCOOH > RCCOOH > RCH — 
NH, N Br, NBr NH 
+ H,0 
——> RCH + NH, 
0 

die Aminoséiure Arginin bzw. Asparagin auch an der Aminogruppe 

angegriffen und tiber NH, nach Raschig® zu N, abgebaut. Das inter- 

mediar entstehende Ammoniak konnte bei der Einwirkung von Brom- 

lauge auf Casein und Gelatine in der Tat auch abgefangen werden, 
- wenn nach 45 bis 60 Minuten das iiberschiissige NaO Br durch Wasser- 
a stoffsuperoxyd zerstért wurde. 
D 
. {n Proteinen kommen fiir diese Reaktion aber nur die freien 

Aminogruppen in Betracht, da nach Goldschmidt* die Polypeptid- 
16, bindungen von Hypobromit nicht angegriffen werden. Es war darum 
ol. von besondereth Interesse, die N-Entwicklung des Lysins kennen- 
len zulernen. Stuhetz® hatte in 30 Minuten nur eine minimale Gas- 
lf, entwicklung beobachtet. Da die sekundire Stickstoffentwicklung 
us hiufig erst nach 1 Stunde einsetzte, wurde auch hier der Versuch 
lies ein paar Stunden lang fortgesetzt. Die N-Abscheidung lief mit ihrer 
at- 
5). 1 Ostwald, Journ. f. prakt. Chem. (2) 27, 1, 1883. 
ic * Journ. f. prakt. Chem. (2) 29, 422, 1884. 
n- 3 NH, + NaOCl = NH,Cl + NaOH; 3NH,Cl = N, + NH, + 3HCI 

(Raschig, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 40, 4586, 1907). 
ch 4 Aa. O. 
ch 5 A.a. O. 
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Anfangsgeschwindigkeit bis zu Werten weiter, die mehr als der Halfte 
des Lysinstickstoffs entsprachen, und lieferte gelegentlich auch eine 
praktisch vollstaindige Umsetzung. Wie bei der sekundiren Gas- 
entwicklung aller untersuchten Proteine wurde innerhalb der Versuchs- 
dauer ein scharfer Endpunkt der Gasabscheidung nicht beobachtet. 
Mit Riicksicht auf die Zersetzlichkeit der Bromlauge schien es aber 
nicht ratsam, die Versuche linger als 8 Stunden auszudehnen. Bei 
den einfachen a-Aminosaéuren Alanin, Leucin und Asparaginsdure, 
desgleichen beim 7'ryptophan konnte nur eine sehr geringe Stickstoff- 
entwicklung durch Bromlauge beobachtet werden. Das quantitative 
Ergebnis dieser Versuche scheint anzudeuten, daB die Aminogruppe 
in unmittelbarer Nachbarschaft der Carboxylgruppe viel schwerer 
angegriffen wird als die in endstandiger Stellung. 

Im Dauerversuch konnte eine weitgehende Stickstoffabspaltung 
aber auch beim Histidin festgestellt werden, so daB neben den freien 
Aminogruppen wohl auch andersartig gebundener Stickstoff an der 
sekundiren Gasentwicklung in den Proteinen beteiligt ist. Nachdem 
es Goldschmidt gelang, aus dem Reaktionsgemisch des Albumins mit 
NaOBr die Spaltstiicke von Diketopiperazinen zu isolieren, ware auch 
an deren Mitwirkung bei der sekundiren N-Entwicklung zu denken, 
da sich ihr Abbau durch Bromlauge unter Abspaltung von N H, vollzieht. 

Da aber die Stickstoffentwicklung der Proteine in der Hauptsache 
vom Arginin und den freien Aminogruppen bestritten wird, lieB sich 
einmal folgern, daB in Ubereinstimmung mit den Anschauungen 
Kossels die Guanidogruppe des Arginins an den intramolekularen 
Verkniipfungen des Proteins so wenig beteiligt ist, wie die e-Amino- 
gruppe des Lysins. Dann muBte man aber auch annehmen, dab die 
Wirkung der Bromlauge auf das Protein eine sozusagen nur oberfldachlich« 
sei. Orientierende Versuche an Casein und Gelatine zeigten aber, da 
dies nicht der Fall ist. Aus der Lésung von 20 g Casein lieB sich nach 
einstiindiger Einwirkung von Bromlauge mit Saure nur noch 3,8 ¢ 
proteinartiges Abbauprodukt gewinnen; vier Fiinftel des Caseins 
muBten also weitgehend veraindert worden sein. Das steht auch damit 
in Einklang, daB Skraup und Witt! aus dem Casein und Goldschmidt 
und Martini? aus dem Albumin eine Reihe von niedermolekularen 
Sauren erhalten haben, als sie Bromlauge einige Zeit einwirken lieBen. 

Das von Goldschmidt und Martini? beobachtete Auftreten von 
Nitrilen bei diesem Abbau konnte so nachgewiesen werden, daB nach 
1 Stunde die iiberschiissige Bromlauge mit Wasserstoffperoxyd zerstért, 
die Flissigkeit angesiuert und mit Magnesiumoxyd alkalisch gemacht 
wurde. Nachdem dann das durch die Bromlauge frei gemachte Ammoniak 


1 Ava. O. 
2 Liebigs Ann. 456, 30, 1927. 
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abdestilliert worden war, wurde die iibrige Lésung so lange mit konzen- 
trierter Salzsaure versetzt, bis sie 20 bis 30 °,, HCl enthielt, und6 Stunden 
hydrolysiert. Danach konnte bei der Destillation in Gegenwart von 
Magnesiumoxyd wieder eine gréBere Menge Ammoniak aufgefangen 
werden, das offenbar verseiften Nitrilgruppen entstammte. 


Versuchsteil. 
Versuche im Knop-Hiifnerschen Apparat. 


Die Darstellung der Bromlauge fiir diese Versuche erfolgte nach 
der Vorschrift von Knop!. 100g NaOH wurden in 250 ccm Wasser 
gelést und unter Eiskiihlung portionenweise mit insgesamt 25 cem Brom 
versetzt. Zu allen Versuchen wurde, soweit nicht anders angegeben, 
ganz frische oder héchstens 3 bis 4 Stunden alte Bromlauge verwendet. 

Die Aminosduren und Proteine wurden, falls sie bzw. ihre Chlor- 
hydrate nicht wasserléslich waren, mit etwa 2n NaOH in Lésung 
gebracht. Die Lésungen der Proteine wurden mit Ausnahme der be- 
sonders bezeichneten Fille innerhalb der ersten 3 Tage nach ihrer 
Herstellung untersucht. Besondere Versuche (s. unten) zeigten namlich, 
daB bei langerem Stehen auch in diesen verdiinnten alkalischen 
Lésungen schon bei Zimmertemperatur teilweise Hydrolyse eintritt. 
Die verwendeten Praparate waren, soweit sie nicht von den jeweils an- 
gegebenen Fabriken bezogen waren, in diesem Laboratorium oder 
in der chemischen Abteilung des physiologischen Instituts hergestellt 
worden. 

Der Stickstoff wurde itiber Wasser aufgefangen. Die angegebenen 
Barometerablesungen sind bereits fiir die Wasserdampftension und 
die Temperaturempfindlichkeit der Barometerskala korrigiert. In 
den Tabellen iiber den Versuchsablauf sind die Gasvolumina ohne 
Temperatur- und Druckkorrektur verzeichnet, da der Knop-Hiifner sche 
Apparat wahrend des Versuchs Ablesungen mit diesen -Korrekturen 
nicht gestattet. Nur die jeweiligen Endwerte sind also streng vergleich- 
bar. Die in den Tabellen angegebenen Versuche sind Beispiele, die 
aus einer Reihe von Parallelversuchen ausgewahlt wurden. 

DaB bei Zimmertemperatur die Gas- (Sauerstoff-) entwicklung 
aus der Bromlauge selbst wahrend der Versuchsdauer keine Rolle 
spielt, lehrten folgende Beobachtungen: 


Leerversuch mit frischer Bromlauge. 





I I 


Versuchsdauer in Std. . 2.5 17.5 0,5 1 1.75 
CNN So os we 0,2 2,2 


~ =) 
or 


1 Chem. Centralbl. 1870, 132. 
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Stickstoffentwicklung aus Edestin (Schuchard ). 
1. 0,1575 g Substanz. Versuchsdauer 2!., Stunden. 5,0 ccm Gas 
bei 20° und 733 mm. 
Gef.: N = 3,6°, des Edestingewichts (vgl. Kurve I); intrapoliert 
auf den Knickpunkt nach 9 Minuten NV = 1,8°,. Ber.: 0,5 Arginin 
stickstoff = 2,3 %. 
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Versuchsdauer in Min. : i { 1 
ecm Gas, unkorrigiert 02 04 06 08 11 1,7 22 24 25 25 25 





94 110 120 130 140 15! 
46 4,8 4,9 51 


Versuchsdauer in Min. 24 41 
com Gas, unkorrigiert 2,6 2,7 
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2. 0,0584 g Substanz. Versuchsdauer 2 Stunden. 1,6 ccm Gas 
bei 19° und 727 mm. 4 Tage alte Bromlauge. 

Gef.: N = 3,06°,; intrapoliert auf den Knickpunkt nach 
13 Minuten N = 2,2°%. 





Versuchsdauer in Min. 1 3 3 4 5 6 13 89 | 119 
ecm Gas, unkorrigiert 0,2 04 | 06; 08 /| 10) 1,8 | 1,4) 14); 18 


3. 0,1753 g Substanz. Versuchsdauer 6! Stunden. 9,4 ccm bei 
19° und 732mm. 20 Tage alte Edestinlésung. 





Versuchsdauer in Min. 1 2 4 6 7 8 9 ; 10) 11 2 13 
cem Gas, unkorrigiert 0,1 0,2 05/08 1,0 1,0 10,11 1,2 1,3 14 





Versuchsdauer in Min. 14 15 17 24 = 31 46 72 | 218 | 239 | 275 
cem Gas, unkorrigiert 1,4/1,5 16 23 31°44 59 87 9,0 10.2 

Gef.: N = 6,0°,; der Knickpunkt war ganzlich unscharf: 
N = 0,58 %. 


Stickstoffentwicklung aus Casein Hammarsten (Merck). 
1. 0,0789 g Substanz. Versuchsdauer 5!. Stunden. 3,0 ccm Gas 

bei 19° und 739mm. 2 Tage alte Bromlauge (vgl. Kurve II). 
Gef.: N = 4,2°%,; interpoliert auf den Knickpunkt nach 15 Minuten 


N = 25%. 
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Versuchsdauer in Min. 57 67 77 87 97 107 117 | 137 
cem Gas, unkorrigiert 2.2 2,4 2.4 2.5 2.5 2.6 2,6 2,7 
Versuchsdauer in Min. 147 167 177 187 197 204 330 
cem Gas, unkorrigiert 2.8 2,9 2,9 3,0 3,0 3,0 3,1 


Ber.: fiir 0,5 des Argininstickstoffs: N = 2,6°,. 
2. 0,1880g Substanz. Versuchsdauer 3 Stunden. 6,4ccm Gas 
bei 14° und 733mm. 2 Tage alte Bromlauge. 
Gef.: N = 3,9°,,; interpoliert auf den Knickpunkt nach 12 Minuten 
N = 2,6%. 





Versuchsdauer in Min. 1 2 3 4 5 7 8 9 1( 
ecem Gas, unkorrigiert Spur 0,1 09 2,1 30 3,7 39,40 4,2 


~ 
te 
a 





Versuchsdauer in Min. 12 13 14 33 68 93 114 137 155 176 
cem Gas, unkorrigiert 4,6 46 46 53 61 | 64 67 68 68 65 


3. 0,2211 g Casein. Versuchsdauer 2!. Stunden. 9,0ccem Gas 
bei 23° und 729 mm. 1 Tag alte Bromlauge. 16 Tage alte Caseinlésung. 
Gef.: N = 4,5°,; ein Knickpunkt war an der Kurve ohne Willkiir 


nicht festzustellen. 














Versuchsdauer in Min. 1 2 4 5 6 7 9 10 
cem Gas, unkorrigiert 0,0 | Spur 2,2 4.0 4.6 4.8 5.0 5,1 
Versuchsdauer in Min. 11 12 13 14 15 16 18 20 
cem Gas, unkorrigiert 5,2 5,4 5.6 5,8 6,0 6,1 6,2 6,2 
Versuchsdauer in Min. 21 22 23 24 26 28 30 31 
cem Gas, unkorrigiert 6,2 6,2 5.4 6,4 6,4 6,7 6,9 | 7,0 
Versuchsdauer in Min. 32 42 50 66 88 101 127° 161 
cem Gas, unkorrigiert a 7,4 7,7 8,2 8,5 8,7 9,1 9,3 


Stickstoffentwicklung aus Lequmin. 
0,1066 g Substanz. Versuchsdauer 7 Stunden. 4,2cem Gas bei 
21° und 728 mm (vgl. Kurve III). 
Gef.: N = 4,4°,; interpoliert auf den Knickpunkt nach 12 Minuten 
N = 2,2°,. Ber.: fir 0,5 Argininstickstoff = 1,9°,,. 





Versuchsdauer in Min. 1 2 3 4 5 6 8 9 | 10; 11 
cem Gas, unkorrigiert Spur < 0,1 01 06 09 1,0 14 16 18 1,8 





Versuchsdauer in Min. 12 13 14 15 16 17 18 28 38 


7 
cem Gas, unkorrigiert 2,0 2,1 22 | 22 | 23 | 28 | 23 | 28 | 26 


! 
- 
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Versuchsdauer in Min. 48 63 78 93 330 368 393 413 | 429 
ccm Gas, unkorrigiert | 2,8 29 3,0 32 41 42 435 45 | 45 
Stickstoffentwicklung aus Gelatine. 

0,0644 g Substanz. Versuchsdauer 7'/, Stunden. 2,6cem Gas 
bei 22° und 739 mm (vgl. Kurve IV). 

Gef.: N = 4,55 °.,; interpoliert auf den Knickpunkt nach 22 Minuten 
N = 1,2”. Ber.: fiir 0,5 Argininstickstoff = 1,2° 





Versuchsdauer in Min. 1 6 10 17 22 27 31 44 
cem Gas, unkorrigiert 0,1 0,4 0,5 0,6 0,8 0,8 0,9 0.9 





Versuchsdauer in Min. 55 75 213 246 311 378 431 
cem Gas, unkorrigiert 1,0 1,1 1,9 2,0 2,2 2.5 2,9 


Stickstoffentwicklung aus Oryzanin. 
0,1456 g Substanz. Versuchsdauer 23 Stunden. 1,6cem Gas 
bei 22° und 730 mm. 


Gef.: N = 1,2”.,; interpoliert auf einen Knickpunkt nach 6 Minuten 
N =0,5°.. Ber.: fiir 0,5 Argininstickstoff = 0,25°.,. 





Versuchsdauer in Min. 1 2 3 4 5 6 7 8 
ccm Gas, unkorrigiert <0,1 0,1 0,4 0.5 0.6 0,7 0.8 08 





Versuchsdauer in Min. 9 18 32 49 78 1333 1868 | 1397 
cem Gas, unkorrigiert | 0,8 0,9 1,1 1,2 1,2 1,7 1,8 1,8 


Stickstoffentwicklung aus Zein. 
0,1243 g Substanz. Versuchsdauer 8 Stunden. 6,0 ccm Gas bei 
21° und 726 mm. 


Gef.: N = 5,4 °,; interpoliert auf den Knickpunkt nach 22 Minuten 
N = 3,8%,. Ber.: fir 0,5 Argininstickstoff = 0,26”. 





Versuchsdauer in Min. 1 2 | 8 4 5 7 8 i) 10 12 
ccm Gas, unkorrigiert | 0,4 | 1,0 | 1,4) 1,619 > 23 25 26 27 3,0 





Versuchsdauer in Min. 13 14 15 16 | 17 | 18 | 19 | 20 | 21 
com Gas, unkorrigiert | 3,2 3,4 | 36 | 36 3,7 39 39 4,0 | 4,1 





Versuchsdauer in Min. 22 23 24 25 | 35 | 50 | 65 | 80 | 98 
cem Gas, unkorrigiert | 4,2 | 4,2 | 42 42 45/48 50 52 | 52 
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Stickstoffentwicklung aus Arginin (Hofmann-La Roche ). 
1. 0,0614 g Substanz. Versuchsdauer 50 Minuten. 8,9 ccm Gas 
bei 22° und 736 mm. 
Gef.: N = 16,3°%,. Ber.: fiir 0,5 N = 16,05° 
1 Tag alte Bromlauge. 





Versuchsdauer in Min. 1 2 3 4 5 6 i 8 18 50 
com Gas, unkorrigiert 5,2 7,0 81 85/90 93 93 938 93) 93 
2. 0,0614 g Substanz. Versuchsdauer 3!., Stunden. 8,3 .cem Gas 
bei 18° und 738 mm (vgl. Kurve V). 
Gef.: N = 15,4°),; interpoliert auf den Knickpunkt nach 5 Minuten 
N = 13,7° 


Versuchsdauer in Min. 1 2 3 4 5 6 7 56 | 120) 147 204 
ecm Gas, unkorrigiert 5,5 7,4 7,7 7,7 78 7,8 78 80/83 85 88 


or 





Stickstoffentwicklung aus Lysindichlorhydrat (Hofmann-La Roche ). 


1. 0,0776 g Substanz. Versuchsdauer 8!., Stunden. 5,0 ccm Gas 
bei 22° und 729 mm. 


Gef.: N = 7,2%,. Ber.: N = 12,7°., fiir den Gesamtstickstoff. 








Versuchsdauer in Min. 1 2 3 4 5 6 7 8 11 
ccm Gas, unkorrigiert 0,1 0,1 0,2 | 02 | 02 | 03 | 08 | 0,8 | 0,4 
Versuchsdauer in Min. 13 15 19 25 35 45 55 67 75 
cem Gas, unkorrigiert 0,4 0,5 05 | 06 | 0,7 | 09 | 10 1,1 1,2 





Versuchsdauer in Min. 85 95 105 120 125 150 165 | 253 269 
cem Gas, unkorrigiert 1,3 1,4 1,6 1,7 is | 20 ) 2) 8.0 | 31 





338 368 425 455 + 485 519 


Versuchsdauer in Min. | 294 323 
3. 3,7 3.9 4.4 4,6 4.8 5,0 


ecm Gas, unkorrigiert 3,2 


Spo 


2. 0,0502 g Substanz. Versuchsdauer 8!., Stunden. 5,4 cem Gas 
bei 22° und 729mm. 1 Tag alte Bromlauge. 
Gef.: VN = 12.2%. Bee.: N = 12,7°% 





Versuchsdauer in Min. 1 2 3 4 5 6 7 8 ) 
cem Gas, unkorrigiert 0,22 02 04 O04 #05 O06 O06 O6 07 








Versuchsdauer in Min. 19 13 14 15 25 35 45 5d 67 
cem Gas, unkorrigiert 0,8 08 0,8 | 08 | 1,0; 1,1 13) 14; 1,5 
Versuchsdauer in Min. 75 85 95 105 129 | 185 | 150 165 253 
cem Gas, unkorrigiert 1.6 1,7 1,8 19 | 20 | 22 | 28; 238 | 3,1 
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Versuchsdauer in Min. 269 294 322 388 368 | 425 455 485 519 
ecm Gas, unkorrigiert | 33 34 37 38 41/546 48 51 54 


Stickstoffentwicklung aus Histidin-monochlorhydrat (Hofmann -La Roche). 


0,0585 g Substanz. Versuchsdauer 6! Stunden. 4,6cem Gas 
bei 23° und 730 mm. 


Gef.: N = 10,2°%,. Ber.: N = 20,05°, fiir Gesamtstickstoff. 





Versuchsdauer in Min. 1 6 | 21 | 88 | 58 | 66 | 177 
eem Gas, unkorrigiert Spur < 0,1) 0,1 0,4 | 0,4 2,0) 2,0 


322 395 
4.0 5,0 


Do bo 
Cres 
ww bo 
~~ =} 
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Stickstoffentwicklung aus Acetamid. 
0,1896 g Substanz. Versuchsdauer 5 Stunden. 0,8 cem Gas bei 
22° und 732mm. 1 Tag alte Bromlauge. 
Gef.: N = 0,5%. Ber.: N = 23,8%. 











Versuchsdauer in Min. 11 2n 3) 40 50 62 70 
eem Gas, unkorrigiert | Spur 0 0,1 0,1 0,15 0,2 0,2 
Versuchsdauer in Min. 82 99 “4 110 120 140 169 310 
eem Gas, unkorrigiert 0,3 0,35 0,4 0,4 0,5 0,5 0,8 


Stickstoffentwicklun, .ws Asparagin. 


0,1387 g Substanz. Versuchsdauer 3 Stunden. 1,8 ccm Gas bei 
19° und 733 mm. 


Gef.: N = 1,5°,. Ber.: Amidstickstoff — 10,6°... 





Versuchsdauer in Min. 10 30 82 40 50 70 
ccm Gas, unkorrigiert 03 O56 O8 09 10 = 1,1 





Versuchsdauer in Min. 110 120 130 141 151 160 170 180 
ecm Gas, unkorrigiert 1,5 1,6 1,7 1,8 1,8 1,9 2,0 2.1 
Stickstoffentwicklung aus Leucin (Kahlbaum). 
0,0745 g Substanz. Versuchsdauer 8 Stunden. 0,4ccm Gas bei 
25° und 731 mm. 
Gef.: N == 0,06°%.. Ber.: N = 10,7°,. 





Versuchsdauer in Min. 1 3 9 14 19 26 





ecm Gas, unkorrigiert <,1 0,1 0,2 0,2 0,3 0,3 
Versuchsdauer in Min. | 44 66 86 159 405 478 
ecm Gas, unkorrigiert 0,4 0,5 0.6 0,6 0,6 0,6 





Stic! 


0, 
259 un 
Ge 


Versuch 
cem Ga: 





Versuch 
cem Gas 
S 

0,) 

25° un 
Ge 


Versuch 


cem Ga 
0, 
bei 22! 
Gi 





Versuch 
cem Ga 


1, 
gelost 
setzt. 
unter 
mit k« 
alkalis 
abdest 
vor B 
die Ei 
Protei 








395 
5,9 


bei 


bei 


bei 





Stickstoffentwicklung aus Proteinen durch Natriumhypobromit. 79 


Stickstoffeniwicklung aus Alanin (Merck). 
0,0933 g Substanz. Versuchsdauer 8 Stunden. 0,8 ccm Gas bei 
25° und 731 mm. 
Gef.: N = 0,09°%. Ber.: N = 15,7° 


or 








Versuchsdauer in Min. 4 9 14 19 26 44 
cem Gas, unkorrigiert Spur < 0,1 0,1 0,15 0,2 0,2 
Versuchsdauer in Min. 66 86 124 159 405 478 
cem Gas, unkorrigiert 0,4 0,5 0,5 0.6 0.8 0.8 


Stickstoffentwicklung aus Asparaginsdure (Hofmann-La Roche ). 

0,1130 g Substanz. Versuchsdauer 8 Stunden. 0,2 ccm Gas bei 
25° und 731 mm. 

Gef.: N = 0,02°. Ber.: N 10,5 %. 





Versuchsdauer in Min. 14 66 86 159 405 478 
cem Gas, unkorrigiert Spur Spur < 0,1 < 0,1 0,3 03 
Stickstoffentwickl.. as plophan (Merck). 


0,1053 g Substanz. Versucusdener 7! , Stunden. 0,8 cem Gas 
bei 22° und 719 mm. 
Gef.: N = 0,8%. Ber.: N i3,7°., (Gesamtstickstoff). 





Versuchsdauer in Min. 7 12 22 65 102 137 462 
cem Gas, unkorrigiert 0,0 Spur <0,1 |) <0,1 0,1 0,2 1,0 


Ammoniakabspaltung aus Casein durch Bromlauge. 
a) Direkt abgespaltenes Ammoniak. 

1,4800 g Casein Hammarsten von Merck wurden in 2n NaOH 
gelést und mit 100ccm Bromlauge der iiblichen Konzentration ver- 
setzt. Nach 70 Minuten wurde das Natriumhypobromit durch H,O, 
unter Wasserkiihlung zerstért und die Fliissigkeit unter Kihlung 
mit konzentrierter Salzsiure angesiuert. Mit MgO wurde die Lésung 
alkalisch gemacht und wahrend 45 Minuten im Kjeldahlapparat 
abdestilliert. Die vorgelegten 20 com 0,0620 n Salzsiure waren schon 
vor Beendigung der Destillation verbraucht. Es waren also durch 
die Einwirkung der Bromlauge mehr als /,4°,, Ammoniak aus dem 
Protein frei gemacht worden. 


b) Indirekt abgespaltenes Ammoniak (Nitrilstickstoff), 


Der nach der Destillation des direkt abgespaltenen Ammoniaks 
im Kolben verbleibende Lésungsrest wurde mit so viel konzentrierter 
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Salzsiure versetzt, daB die Fliissigkeit etwa 25°, HCl enthielt, und 
6 Stunden auf dem Luftbad am RiickfluBkiihler erhitzt, um die durch 
die Bromlauge gebildeten Nitrile zu hydrolysieren. Dann wurde die 
Lésung mit Kalilauge abgestumpft und mit Magnesiumoxyd alkalisch 
gemacht und abdestilliert. 

Vorgelegt: 20cem 0,0620n HCl. Zuriicktitriert mit 20,35 ccm 
0,0491 n NaOH. Gef.: NH, = 0,24°,, entsprechend 0,44°., Nitril- 
gruppen. 

In anderen Versuchen, bei denen die Dauer der Einwirkung von 
Bromlauge eine andere war, wurden 0,84°,, direkt abspaltbares und 
0,7 °., indirekt abspaltbares Ammoniak gefunden. 


Ammoniakabspaltung aus Gelatine durch Bromlauge. 


Die Durchfiihrung der Versuche war dieselbe wie bei den ent- 
sprechenden Caseinversuchen. 


a) Direkt abspaltbares Ammoniak. 


1,2088 und 1,1864g Substanz. Vorgelegt 20 bzw. 39,90 ccm 
0,0620 n HCl. Die 20 cem HCl waren vor Beendigung der Destillation 
verbraucht. Im zweiten Versuch wurde mit 13,60 cem 0,0491 n NaOH 
zuricktitriert. 

Gef.: 1. NH, >1,75%. 2. NH, = 2,58%. 


b) Indirekt abspaltbares Ammoniak, 


Da es sich um die Aufarbeitung derselben Ansitze handelt, sind 
die Einwagen die gleichen wie unter a). Vorgelegt je 25 ccm 0,0620 n HCl. 
Zuricktitriert mit 12,8 bzw. 6,1 cem 0,0491 n NaOH. 

Gd.: 1. VE, = 188%. 2. NH, = 18%. 


Abbau der Gelatine. 


80cem 1°. iger wisseriger Gelatinelésung wurden 50 Minuten 
mit 50 cem Bromlauge derselben Konzentration, wie sie bei dem obigen 
Caseinversuch angewandt wurde, behandelt. Das iiberschiissige NaO Br 
wurde dann mit H,0O, zerstért, 5 g Natriumacetat zur Lésung zugefiigt 
und mit Salzséure angesaiueré. Proben der Lésung geben mit Mercuri- 
nitrat, Phosphorwolframsaure oder dem dreifachen Volumen Alkoho! 
(absolutem) erst nach langem Stehen eine Fiallung. Die Biuretreaktion 
fallt negativ aus. 


Zusammenfassung. 


1. Casein, Gelatine, Legumin, Edestin, Oryzanin und Zein ent- 
wickeln mit Bromlauge Stickstoff in zwei durch den zeitlichen Ablauf 
deutlich unterschiedenen Stufen. 
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2. Bei den argininreichen Proteinen entspricht der in den ersten 
10 bis 20 Minuten mit groBer Geschwindigkeit entwickelte Stickstoff 
der Halfte des Argininstickstoffs. 

3. Acetamid, die Saiureamidgruppe des Asparagins, Tryptophan 
und die acyclischen Mono-aminosaiuren geben unter der Einwirkung 
der Bromlauge praktisch keinen Stickstoff ab. 

4. Dagegen entwickeln Lysin und Histidin mit Bromlauge mehr 
als die Hialfte ihres Stickstoffs. 

5. Die sekundare Stickstoffentwicklung der Proteine ist offenbar 
auf ihren nicht polypeptidartig gebundenen Stickstoff zuriickzufiihren. 
Sie ist in erster Linie auf die freie NH,-Gruppe des Lysins, ferner 
auf die Zersetzung des Histidins zu beziehen. Vielleicht sind auch 
die endstandigen NH,-Gruppen von Polypeptidketten und etwa vor- 
handene Diketopiperazine daran beteiligt. 


Biochemische Zeitschrift Band 220. 


Uber das Vorkommen der Citronensiure im Kammerwasser. 


Von 
Herman Groénvall. 


(Aus dem physiologischen Institut und der ophthalmologischen Klinik 
zu Lund.) 


(Eingegangen am 4. Februar 1930.) 


Thunberg hat neuerdings in dieser Zeitschrift eine Methode be- 
schrieben, nach der sich Citronensiure in kleinen, durch die bis- 
herigen Methoden noch nicht erfaBbaren Quantitiéten feststellen laBt. 
Diese Methode beruht auf der Anwesenheit eines in Gurkensamen vor- 
handenen Enzyms (sogenannte Citrico-Dehydrogenase), das mit der 
eventuell vorkommenden Citronensiure unter Bildung von aktivem 
Wasserstoff reagiert. Wenn nun die Reaktion bei Abwesenheit von 
Sauerstoff, aber in Gegenwart von Methylenblau stattfindet, wird der 
Farbstoff reduziert und sein farbloses Reaktionsprodukt gebildet. 
Die Methode ist mithin auf der Beobachtung einer Entfairbung auf.- 
gebaut und kann zu einer quantitativen Methode gemacht werden, in- 
dem man untersucht, wieviel von einer citronensdurehaltigen Fliissig- 
keit einer Dehydrogenase-methylenblaulésung gerade beigemischt 
werden mu, um eine Entfarbung herbeizufiihren. 

Hinsichtlich der naheren Einzelheiten wird teils auf die Mitteilungen 
von Thunberg und Ostberg in dieser Zeitschrift, teils auf die von Scherstén 
im Skand. Arch. f. Physiol. hingewiesen. 

Hier seien einige Ergebnisse mitgeteilt, die durch Anpassung der 
Methode fiir die Untersuchung des Kammerwassers auf einen etwaigen 
Citronensduregehalt erhalten worden sind. 

Das Kammerwasser ist durch Punktion beschafft worden, die 
mit Asks Aspirator, mit emer feinen Nadelspitze armiert, ausgefihrt 
wurde. Die Spitze wurde in die vordere Augenkammer eingefihrt. 
in derselben Weise wie die Starnadel bei der Discission nach Kuhnt. 

Die erhaltenen Resultate werden hier méglichst kurz gefaBt mit- 
geteilt. 

Die Kammerfliissigkeit des Kaninchenauges enthalt etwa 50 Mikro- 
gramm (= 50) Citronensiure pro Kubikzentimeter. In Prozenten 
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ausgedriickt ist demgemaB der Citronensiuregehalt 0,005 °,.. Die Zahlen- 
werte lagen in 8 Versuchen zwischen 407 und 67!,y, und zwar 
unabhangig davon, ob der Versuch sofort nach Tétung der Tiere be- 
gonnen wird oder erst, nachdem die herausgenommenen Augen 
8 Stunden in der Kalte aufbewahrt waren. 

Die Untersuchung des Kammerwassers anderer Tiere gestaltete 
sich komplizierter, weil die Tiere vom Schlachthaus zu Malmé geholt 
werden muften. 

Im Kammerwasser des Kuhauges diirfte die Citronensaure, sofern 
sie dort tiberhaupt vorkommt, nur in déuBerst kleinen Quantitaten 
vorhanden sein. Selbst wenn man alle VorsichtsmaBregeln trifft, 
wie z. B. sofortiges Aufkochen der entnommenen Kammerfliissigkeit 
und ihre sterile Aufbewahrung, um die Wirkung der Bakterien zu ver- 
hindern, oder wenn man, um Autolyse zu vermeiden; den Versuch 
baldméglichst nach Tétung des Tieres beginnt, werden keine fiir die 
Citronensaure charakteristischen Werte der Entfarbungszeiten erhalten. 
Einige Versuche deuten vielleicht darauf hin, da Citronensiure doch 
im Kammerwasser des Kalbes zu finden ist. 

In einem Paar Schweineaugen wurden 50 y Citronensiure pro 
Kubikzentimeter gefunden. 

Aus einem wegen einer frischen Geschwulst (Melanosarcom) in 
der Macularegion gerade enukleierten Auge eines 30jahrigen Mannes 
wurden 0,37 cem Kammerwasser erhalten. Diese Quantitat reichte 
aus, um feststellen zu kénnen, da jedenfalls dies menschliche Auge 
zum mindesten 30y, und wahrscheinlich etwas mehr, Citronensiure 
pro Kubikzentimeter Kammerwasser enthielt. 

Im Kammerwasser diirfte Citronensiure vorher nicht nach- 


gewiesen worden sein. 


Literatur. 
Fritz Ask, diese Zeitschr. 59, 1, 35, 1914. Torsten Thunberg, 
ebendaselbst 206, 109, 1929. Otto Ostberg, ebendaselbst 208, 352, 1929. 


Bertil Scherstén, Skand. Arch. f. Physiol. 58, 90, 1929. 
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Die Autokatalyse der Adrenalinoxydation. 


Von 
Bruno Kisch. 


(Aus der chemischen Abteilung des physiologischen Instituts der Universitat 
K6lIn a. Rh.) 


(Eingegangen am 6. Februar 1930.) 


Wenn man eine Adrenalinlésung 1: 10000, aus dem kéauflichen 
Suprarenin-Héchst hergestellt, bei annihernd neutraler Reaktion 
(z. B. py 7,0 bis 6,8) bei Sauerstoffzutritt dem LichteinfluB& bei Zimmer- 
temperatur aussetzt, so kann man oft beobachten, daB die Lésung 
mehrere Tage farblos bleibt, sobald sie aber die erste Spur einer Rosa- 
farbung zeigt, im Laufe weniger Stunden tiefrot wird. Der Gedanke, 
daB die entstandenen oxydativen Umwandlungsprodukte die weiteren 
Umsetzungen katalytisch fordern, liegt auf Grund dieser Beobachtung 
sehr nahe. 

DaB es sich bei den rot gefirbten Umwandlungsprodukten des 
Adrenalins um Oxydationsprodukte dieses Stoffes handelt, ist bekannt!. 

Zwei Kontrollproben einer Lésung des kituflichen Suprarenins 1 : 10000, 
pu 6,8, wurden bei 18 bis 20°C dem Lichte ausgesetzt. Die eine Probe wat 
nach etwa 2 Tagen rot, die andere, die sogleich (am 27. November) in ein 
Ahlgrensches Vakuumroéhrchen eingeschlossen und nach Evakuieren mit 
Paraffin abgedichtet wurde, ist zurzeit (4. Februar) noch farblos. Ahnliche 
Versuche wurden 6fter in gleicher Weise ausgefiihrt. 

Es ist auch schon lange bekannt, daB die Oxydation des Adrenalins 
in saurer Lésung langsamer vor sich geht als in neutraler oder 
alkalischer!. 

Ferner beschleunigt das Licht den ProzeB sehr?. 

In einem von vielen gleichartigen Versuchen zeigte z. B. Suprarenin 
1: 10000 (py 7,1), bei 19 bis 20°C dem Licht ausgesetzt, nach 7 Stunden 
deutliche Rosafirbung, die entsprechenden bei gleicher Temperatur im 


1 Vel. O. Loew, diese Zeitschr. 85, 295, 1918; A. Sunn und EF. F.. Harrison 
Pharm. Journ. (4) 26, 513, 1908. 

2 C. Neuberg, diese Zeitschr. 13, 305, 1908; bei Verwendung von Urany! 
verbindungen als Katalysator; Sunn und Harrison, 1. ¢. 
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Dunkeln gehaltenen Proben waren nach 6 Tagen noch farblos und be- 
gannen sich erst am siebenten Tage rosa zu farben. 

SchlieBlich wird die Rotfirbung der Suprareninlésung ceteris 
paribus durch Einwirkung héherer Temperatur ebenfalls beschleunigt. 

Wenn die Annahme einer Autokatalyse der Adrenalinoxydation 
richtig ist, muB es gelingen, die spontane Rotfirbung von Adrenalin- 
lésungen durch Zusatz von geringen Mengen oxydierten Adrenalins 
zu beschleunigen. Die Schwierigkeit des Nachweises der katalytischen 
Wirkung liegt darin, daB sich Adrenalin, wie gesagt, auch spontan 
bei Sauerstoffzutritt oxydiert. Es miissen die Versuchsbedingungen 
also so gewahlt werden, daB die spontane Adrenalinoxydation durch 
sie méglichst gehemmt oder wenigstens die Katalysatorwirkung starker 
als jene geférdert wird. Man erzielt dies 1. durch schwach saure Reaktion 
der Lésung, 2. durch Einwirkung erhéhter Temperatur ‘auf schwach 
saure Lésungen, 3. durch LichtausschluB. 

Als Versuchslésung benutzte ich (mit gleichem Erfolg) Suprarenin- 
Héchst-Lésungen 1: 1000 mit und ohne den beim Handelspriparat 
gebrauchlichen Zusatz von 0,4°,, Acetonchloroform und Lésungen 
von reinem kristallisiertem Suprarenin (Suprareninum syntheticum 
eryst. puriss. Héchst und Suprar. bitartaricum syntheticum cryst. 
Héchst), das mir von der Direktion der I. G. Farbenindustrie in dankens- 
werter Weise zur Verfiigung gestellt wurde. 

Es ist fiir den Erfolg grundsatzlich gleich, aus welchem dieser drei 
Ausgangsmaterialien die Katalysatorsubstanz gewonnen wurde. Als 
Adrenalinlésung, die beimpft wird, wihlt man am besten die mit dem 
oxydationshemmenden Zusatz (in den Versuchsproben 0,04 °,, Aceton- 
chloroform), weil bei ihr die férdernde Katalysatorwirkung besonders 
klar zutage tritt. 

Die stets benutzte Konzentration des Adrenalins in den Versuchs- 
proben (1: 10000) wurde durch Verdiinnen der kauflichen Lésung mit einer 
Na-Bicarbonat-Acetatmischung hergestellt, deren pq jeweils kolorimetrisch 
bestimmt war. Die Reaktion der Versuchsréhrchen wurde bei jedem Ver- 
such kolorimetrisch ermittelt. Alle Versuche wurden in Doppelreihen aus- 
gefiihrt. Als VersuchsgeféiBe verwendet man am besten solche aus 
Jenaer Glas. 

Den Proben wurde nun oxydiertes Adrenalin in absteigender 
Menge als Katalysator zugesetzt. Im folgenden wird die Menge des 
Katalysators so angegeben, als ob sich alles Adrenalin der Adrenalin- 
lésung, die als Katalysator verwendet wurde, in dem katalytisch 
wirksamen Oxydationszustand befunden hatte. Dies ist, wie gezeigt 
werden soll, nicht der Fall, deshalb sind die als wirksame Grenzkonzen- 
trationen angegebenen Werte sicher viel zu hoch angenommen. 


Der Einfachheit halber diene zur Farbbezeichnung: farblos —, schwach 


rosa +, rosa +, rot ++, dunkelrot ++ +, rotgelb rg, gelb g. 


6* 
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Feinere Nuancen, die sich unterscheiden lassen und in den eigenen 
Versuchsprotokollen jeweils verzeichnet sind, kommen hier ftir das Grund- 
saitzliche der Feststellung nicht in Betracht. 


Einige Versuche belehren tiber das Ergebnis. Vorweg sei bemerkt, 
daB der Katalysator auch bei voélligem LichtabschluB sehr deutlich 
wirksam ist, aber viel langsamer als in den dem Licht ausgesetzten 
Parallelproben, daf also ein Synergismus der beiden Oxydations- 
férderer Licht und Katalysator deutlich ist. 


Hingegen trat bei Zusatz wirksamer Praparate des Katalysators 
auch nach langer Zeit keine Rotfirbung der Adrenalinlésung auf, 
wenn der Sauerstoff aus der Lésung und der angrenzenden Luftschicht 
ausgepumpt war. (Verwendet wurden Ahlgrensche Methylenblau- 
Vakuumrohrchen, die nach dem Evakuieren an Schliff und Ansatz- 
rohrchen paraffiniert wurden.) 


Versuch 17a. 


Suprareninlésung + 0,4°% Acetonchloroform 1: 10000, py = 7,0. Tem- 
peratur 50° (Wasserbad). Vor Einsetzen ins Wasserbad 19 Stunden bei 16° 
inkubiert, ohne da eine Farbung aufgetreten wire. Ansatzmenge je 5ccm 
in Reagenzglisern. Die verwendete Katalysatormenge, zur Kontrolle nur 
mit H,O verdiinnt, bleibt farblos. Die leicht rosa gefarbte Konzentration 10~° 
des Katalysators im Kontrollversuch verblaBte allmahlich. 





r: Beobachtet nach 
Katalysator- sefptseaaortecichi 








Konzentration | j5, | yh | 41 ah) at yh | 13j,h 23)/,h gh 31/42) 31/,b 4h 
10-8 — | + [+4+[+4+4+/+4++)/+4++/++4+] mw | @ |] ge 
10-6 —j}—j + | ++ [+4+4+)/+4+4+/4+4+4+| w | fe g 
10-7 —}/—-/—/|—-}]—-]{]-— + |++/++) g 
10-8 —}|—-|—-| —- - i} + |++/++] g 
10-2 Pe, ee SOS eee eo oe + + |+4+/+++4+ 
wre |—-|—}-}| — | — | — | £ | + | 4+4+/4+44 


In dieser Versuchsanordnung ist der EinfluB einer Katalysator- 
menge von héchstens 1 : 1000000 noch sehr deutlich und einer Menge 
von héchstens 1: 10 Milliarden noch zweifellos. 


Oft wiederholt, zeigte sich, daB bei py etwa 6,9 bis 7,1 der Lésung 
ein Wasserbad von 50°C fiir die Verdeutlichung der Katalysator- 
wirkung am geeignetsten ist. Die Einwirkung des Lichts war dabei 
durch Metallwinde des Wasserbades und Einsetzen der Réhrchen 
in eine mit Léchern versehene Metallplatte im Wasser weitgehend 
ausgeschaltet. Bei niedrigeren Temperaturen wird unter sonst gleichen 
Versuchsbedingungen die Verfirbung der mit Katalysator ,,geimpften’ 
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Réhbrchen oft nicht geniigend beschleunigt, bei 60° die Verfirbung 
auch der nicht geimpften Proben so beschleunigt, daB die Resultate 
oft nicht eindeutig sind. Bei 50°C und py 6,9 bis 7,1 fand ich fast stets 
den Katalysator noch in einer Konzentration von 1:1 Milliarde 
deutlich wirksam. 


Meist habe ich die ganzen Proben vom Abend bis Morgen bei 
Zimmertemperatur im Dunkeln stehen lassen und, dann erst erwirmt, 
da so ,,inkubierte‘‘ Versuche die Resultate besonders schén erkennen 
lieBen. 


Aus der Wirkung der Inkubation léBt sich vermuten, daB die 
Wirkung des Katalysators auch unter fiir die Oxydation ungiinstigeren 
Versuchsbedingungen zutage tritt. Dies ist der Fall z. B. bei starker 
saurer Reaktion des Mediums und niederer Temperatur. 


Versuch 25a. 


Suprarenin 1:10000, durch Essigséurezusatz pq = 5,7. Réhrehen mit 
5ecm beschickt, dem Tageslicht ausgesetzt. Temperatur 16 bis 20° C. 





Katalysator- Beobachtet nach Tagen: 
Konzentration | eae en ee ; , "on : 
1 3 5 s 10 15 20 


0,75. 10-! ; ay Po FO e Sere 
0.75. 10-' t t + Tt ++ ++ 4 

0,75 . 10- - 

0,75 . 10 
0,75 . 10- 
0,75 . 10 
0,75 .10 . . 
0,75. 107 . - — - 

0,75. 10~° a oS -- 
0,75. 10-° _- ~ — — 


Die beiden Proben 0,75.10-5 wurden nach 8 Tagen fiir einen anderen Versuch als 
Katalysatorsubstanz verwendet. 


* 


norr o& Oe 


* 


Dieser Versuch zeigt die Intensitét der Katalysatorwirkung, 
denn selbst in saurer Lésung, in der die katalysatorfreie Adrenalin- 
lésung trotz Lichteinwirkung nach 3 Wochen noch farblos ist, ist bei 
Zusatz von héchstens 0,75: 100000 des Katalysators schon nach 
24 Stunden die Rotférbung deutlich, und nach 3 Wochen ist die Wirkung 
einer Katalysatormenge von héchstens 0,75: 100 Millionen gegeniiber 
den Kontrollproben fraglos. Es ist stets nétig, bei solechen Versuchen 
Kontrollen aufzustellen, die die gleiche Katalysatormenge mit Zusatz 
von H,O enthalten, da der Farbton der Katalysatorlésung 10°” ge- 
legentlich noch beim Stehen intensiver wird. 
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DaB die katalytisch wirksame Substanz Adrenalin selbst sei, ist nach 
der Natur der Sache ausgeschlossen, denn von Adrenalin enthalten alle 
Proben reichlich und praktisch gleich viel. Es sei auch erwahnt, dai 
wiederholt Tierversuche ergaben, daB als Katalysator der Adrenalin- 
oxydation hochwirksame Praparate im Tierversuch keine Spur von 
Blutdrucksteigerung oder Hyperglykimie ergaben, wihrend das 
gleiche Versuchstier auf Adrenalininjektion in bekannter Art reagierte. 

DaB nicht ,,oxydiertes Adrenalin“ schlechthin, sondern nur gewisse 
seiner Oxydationsstufen als Katalysator in unserem Versuch wirkten, 
geht daraus hervor, daB bei langem Stehenlassen die Praparate nicht 
nur, wie bekannt, ihre Farbe von Rot nach Rotgelb und Gelb andern, 
sondern an katalytischer Wirksamkeit einbiiBen. Deutlich zeigt dies 
ein Parallelversuch von Versuch 25a. Alle iibrigen Versuchsbedingungen. 
pu, Temperatur, Konzentrationen, Lichtverhaltnisse, waren identisch 
mit der Anordnung von Versuch 25a. Bei Versuch 25b war jedoch 
von der als Katalysator verwendeten roten Suprareninlésung des 
Versuchs 25a ein Teil 5 Minuten lang gekocht, dann auf das urspriing- 
liche Volumen mit Aqua dest. wieder aufgefiillt und diese nun nicht 
mehr rote, sondern gelbe Lésung als Katalysator fiir Versuch 25b 
verwendet worden. Das Ergebnis zeigt die folgende Tabelle. 


Versuch 25b. 


Beeinflussung der Adrenalinoxydationsgeschwindigkeit durch den_ bei 
Versuch 25a verwendeten, nun aber 5 Minuten lang gekochten Katalysator. 





Katalysator- Beobachtet nach Tagen: 
Konzentration — soaidie 
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Lin Vergleich mit Versach 25a lehrt, daB 5 Minuten langes Kochen 
die Wirksamkeit des Katalysators stark vermindert. Ich konnte mich 
éfter davon iiberzeugen, daB die Wirkung der gekochten Katalysatoren 
der des ungekochten Kontrollmaterials in wesentlich héherer Ver- 
diinnung entspricht. In Versuch 25b hatte, wie man sieht, das Kochen 
die Wirksamkeit des Katalysators etwa auf ein Zehntel seiner ur- 
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spriinglichen Wirkungsstérke vermindert. Durch lang dauerndes 
Kochen kann die Wirkung auch aufgehoben werden. 

Zu beachten ist schlieBlich, daB trotzdem der bei Versuch 25b 
verwendete Katalysator fiir das freie Auge keinen roten Farbton mehr 
erkennen lieB, er doch noch relativ stark wirksam war. 


Filtriert man rote Adrenalinlésung durch Tierkohle, so wird der 
rote Farbstoff festgehalten und kann nachtraglich aus der Tierkohle 
mit Alkohol oder Ather wieder eluiert werden. 

Das gleiche gilt fiir das als Katalysator der Adrenalinoxydation 
wirksame Agens. Das Filtrat einer wirksamen Katalysatorlésung, 
die mit geniigenden Mengen Tierkohle geschiittelt wurde, ist nicht 
mehr wirksam. Hierbei ist jedoch darauf zu achten, dai Tierkohle 
an die Lésung (auch an destilliertes Wasser) Stoffe abgeben kann, 
die die Rotfirbung von Adrenalinlésung beschleunigen oder hemmen. 
Es kann sich hierbei, wie ich mich 6fter itiberzeugte, bei ersteren vor 
allem um Spuren von Eisenverbindungen handeln. Hierauf ist die 
verwendete Tierkohle durch Kontrollen stets zu priifen. Man findet 
aber, daB solche oxydationsférdernde Agenzien, die Wasser aus der 
Tierkohle eluiert, meist bei 100- bis 1000facher Verdiinnung un- 
wirksam werden, waihrend Omega noch in | bis 10 Milliardstel Ver- 
dinnung wirksam sein kann. Bei Verwendung von Bolus alba (ein 
Mercksches Praparat fiir medizinische Zwecke und ein Priparat des 
Handels ohne Fabrikzeichen) wurde weder die rote Oxydationsstufe 
des Adrenalins noch der wirksame Katalysator merklich adsorbiert. 


Hingegen scheint die rote Oxydationsstufe durch die Adsorption 
an Tierkohle beschleunigt in die gelbe iibergefiihrt zu werden, besonders 
wenn man die Tierkohle vor der Elution mit (verdiinntem) Alkohol 
erst trocknen laBt. 

Verschiedene verwendete Tierkohlepriparate erwiesen sich be- 
ziiglich wasserléslicher Verunreinigungen ganz verschieden. Die Frage 
der adsorptiven Reinigung des Katalysators wird deshalb  spiter 
gesondert behandelt werden. 

Es ist somit zu schlieBen, dab die Autokatalyse der Adrenalin- 
oxydation durch eine bestimmte Oxydationsstufe des Adrenalins 
bedingt wird. Bevor iiber diesen Stoff, um dessen Ermittlung ich mich 
zurzeit bemiihe, genaueres gesagt werden kann, sei er, als Ausdruck 
mangelnder genauer Kenntnis als Omega bezeichnet. Die Katalyse 
oxydativer Vorginge durch Omega, die wir jetzt schon in vivo und 
vitro fiir eine Reihe von Oxydationsprozessen ermitteln konnten, 
sei der Kiirze des Ausdrucks wegen als Omegakatalyse bezeichnet. 


Da der nachstliegende Gedanke der ist, daB Adrenalin bei seiner 
Oxydation ein Chinon ergibt, so habe ich den Einflu8 von p-Chinon, 
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das nach den bekannten Angaben! hergestellt wurde, auf frische 
Suprareninlésung gepriift. 

Wenn man unmittelbar vor dem Versuch hergestellte Chinonlésung 
verwendet, kann man eine Beschleunigung der Adrenalinoxydation 
durch Chinon noch bei Zusatz dieses Stoffes in einer Konzentration 
1: 1 Milliarde ermitteln. Oxydationshemmende Wirkungen des Chinons 
konnten nicht beobachtet werden. 

In einem Versuch wurde z. B. zu je 5cem einer Lésung des kéuflichen 
Suprarenins 1: 10000 (pa = 6,6) das Chinon in verschiedenen Mengen 
zugesetzt. Die Proben blieben bei Tageslicht bei 18,5° C. Nach 3% Stunden 
war die Probe mit einem p-Chinongehalt von 10-° ++4, 10-®§ +4, 
10-7 ++, 10-° +, 10-* —, 10°-1® —, die Probe ohne Chinonzusatz —. 
Genau das gleiche Resultat zeigte eine zweite gleichzeitig angesetzte 
Versuchsreihe. 

Wurden Chinonlésungen verwendet, die langere Zeit bei Sauerstoff- 
zutritt im Lichte gestanden hatten, so war ihre Wirkung deutlich 
geringer als die frischer Lésungen. 

Bringt man Suprareninlésungen, die neutral oder schwach sauer 
sind, mit p-Chinonlésungen zusammen, so beobachtet man noch etwas 
Besonderes. Verwendet man p-Chinonlésung von 0,025°, und eine 
Suprareninlésung von 0,01°, und bringt sie in Mengen von 1 ccm 
Chinonlésung : 0,5 oder 1 oder 2cem Adrenalinlésung zusammen, so 
tritt fast augenblicklich eine Rotfarbung des Gemisches auf, die all- 
miahlich immer intensiver wird. 

Nimmt man aber etwa 1 ccm Chinonlésung : 3 bis 6 cem Adrenalin- 
lésung, so tritt zunichst eine deutliche Rosafarbung auf, die erst im 
Laufe von vielen Sekunden wieder verschwindet, und erst allmahlich 
farbt sich dann die nun farblose Fliissigkeit wieder rot, wenn auch 
deutlich schneller als Kontrollproben ohne Chinonzusatz. Nimmt 
man noch geringere Chinonmengen, dann ist die primare, fliichtige 
Rotfarbung nicht festzustellen, sondern nur die erwaihnte Beschleunigung 
der Adrenalinoxydation. 

Diese Erscheinung sei zunachst nur als Hinweis auf die vermutliche 
Kompliziertheit der Vorginge erwahnt, die sich beim Zusammen- 
bringen von p-Chinon und Adrenalin abspielen, ohne irgendwelche 
naheliegende Erklarungsversuche anzuschlieBen. 


Zusammenfassung. 


Die durch Rotfarbung kenntliche Adrenalinoxydation, deren 
Verlauf durch Licht, Temperatursteigerung und Verminderung der 


1 Siehe EZ. Fischer, Anleitung zur Darstellung organischer Praparate 
Braunschweig, Friedr. Vieweg & Sohn, 1922, 8.59. Die Versuche werden 
durch solehe mit o-Chinon spater ergaénzt werden. 
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H-Ionenkonzentration der Lésung geférdert wird, wird durch gewisse, 
noch nicht genau ermittelte Oxydationsprodukte des Adrenalins 
autokatalytisch geférdert. 

Dieser zunachst als Omega bezeichnete Katalysator kann bei 
geeigneter Versuchsmethode noch bei einer Verdiinnung von 
1:10 Milliarden als deutlich wirksam festgestellt werden. Er zeigt 
seine Wirksamkeit auch unter Bedingungen, unter denen die Adrenalin- 
oxydation sonst sehr langsam vor sich geht, nimlich bei vélligem 
Lichtabschlu8 und bei schwach saurer Reaktion der Liésung. 

Bei Sauerstoffmangel ist Omega nicht merklich wirksam. Lésungen 
von Omega, die lange dem Sauerstoff- und Lichteinflu8 ausgesetzt 
sind oder langere Zeit erhitzt wurden, verlieren an Wirksamkeit. 

Durch Tierkohle wird Omega adsorbiert und ist mit verdiinntem 
Alkohol eluierbar. Es hat im Tierversuch keine blutdrucksteigernde 
Eigenschaft, noch erzeugt es Hyperglykamie. 

Frisch hergestellte p-Chinonlésung wirkt oxydationsférdernd auf 
Adrenalinlésungen noch in Konzentrationen von etwa 1:1 Milliarde. 
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Die Omegakatalyse der Dioxyphenylalaninoxydation. 


Von 
Bruno Kisch. 


(Aus der chemischen Abteilung des physiologischen Instituts der Universitat 
K6ln a. Rh.) 


(Eingegangen am 6. Februar 1930.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Die Feststellung, daB die Adrenalinoxydation autokatalytisch 
geférdert wird, fiihrte zur Untersuchung, ob das als Omega bezeichnete, 
fiir die Adrenalinoxydation katalytisch wirksame Oxydationsprodukt 
des Adrenalins auch als Katalysator anderer Oxydationsvorginge 
wirkt. Dies war, auf Grund der in der vorangehenden Mitteilung 
erwahnten Tatsachen, schon nach alteren Angaben der Literatur iiber 
oxydationsférdernde Wirkungen von ,,Adrenalin“ zu vermuten!. 

Unter den dem Adrenalin ahnlich gebauten Substanzen lockte 
das Dioxyphenylalanin (Dopa) schon wegen seines biologischen 
Interesses zur Priifung. Auf die Fille von Arbeiten iiber die Dopa- 
oxydation, die Frage der Existenz einer spezifischen Dopaoxydase 
in tierischem Gewebe usw. sei nur verwiesen. Die Handbiicher der 
letzten Jahre fiihren die zahlreichen Arbeiten im einzelnen an?. 

Zu den Untersuchungen wurde ein von Merck bezogenes Priparat 
von Dioxyphenylalanin in Lésungen von 0,1 bis 0,15°, verwendet. 
Da sich (auch schwach) alkalische Lésungen an der Luft spontan 
schnell oxydieren, so wurde als Lésungsmittel ein Na-Bicarbonat- 
acetatgemisch verwendet, das je nach seiner Zusammensetzung Dopa- 
lésungen neutraler bis schwach saurer Reaktion ergab. Vor jedem Ver- 
such wurde das py der frisch hergestellten Dopalésung kolorimetrisch 
bestimmt und dann die einzelnen Proben in Réhrchen aus Jenaer 
Glas gebracht. 


1 A. v. Szent-Gyérgyi, diese Zeitschr. 162, 399, 1925; J. Roest, eben- 
daselbst 176, 17, 1926; S. Edlbacher und J. Kraus, Zeitschr. f. physiol. Chem. 
178, 239, 1928. 

2 S.C. Oppenheimer, Die Fermente und ihre Wirkungen 2, 5. Aufl., 
$. 1791. Leipzig, Thieme, 1926; Meirowsky, Zentralbl. f. Haut- u. Geschlechts- 
krankh. 8, 97, 1923. 
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Soweit nichts anderes angegeben ist, wurden die Versuche bei 
Zimmertemperatur ausgefiihrt, die Versuche bei héherer Temperatur 
anzusetzen, empfiehlt sich wegen der Gefahr der Zerstérung des 
Katalysators nicht. 

Bei Sauerstoffentzug (Ahlgrensche Vakuumréhrchen) bleibt die 
spontane Dopaverfirbung aus. Sie wird allgemein durch  héhere 
Temperatur, verminderte H-lonenkonzentration und Lichteinwirkung 
beschleunigt. 

Der Einfachheit halber seien folgende Zeichen fiir die Farbe der 
Proben gewahlt: Farblos --, Spur braungelb — , lichtbraun + , dunkel- 
braun +-+-, schwarz 

Omega beschleunigt, wie in einer groBben Zahl von Versuchen 
festgestellt wurde, die Dopaoxydation sehr stark und auch unter Be- 
dingungen, die fiir eine spontane Dopaoxydation ungiinstig sind 
(Dunkelheit, schwach saure Reaktion der Lésung). 

Ein Versuch, der zugleich die Férderung der Dopaoxydation durch 
Licht zeigt, diene als Beispiel. Als Katalysator diente eine bei Stehen im 
Licht geré6tete Suprareninlésung 1 . 10-4. Dopa 0,1 © ig, Pu 6,8. Zimmer- 
temperatur 18°C, 





Katalvsator- Beobachtet nach Stunden 
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Die Wirkung der Omegakatalyse ist somit noch bei einer Konzen- 
tration von héchstens 1: 10 Millionen des Katalysators in diesem Ver- 
such deutlich zu erkennen gewesen. 

. r . . . ‘ v. 

Beim Kochen des Katalysators nimmt seine Wirkung dem Dopa 
gegeniiber ab, so wie dies schon friiher beziiglich seiner Wirkung 
gegeniiber Adrenalin mitgeteilt wurde. 

In einem Falle wurde z. B. einer 0,15 °,igen Lésung von Dopa (py 6,7) 


Katalysator zugesetzt und anderen Proben in gleichen Verdiinnungen etwas 
von dem Katalysator, nachdem er 5 Minuten lang gekocht hatte und dann 


mit Aqua dest. auf das Ausgangsvolumen gebracht worden war. Alle 
Proben blieben zunichst bei 18° C dem Lichte ausgesetzt. Nach 24 Stunden 
waren die Proben mit 10-4 Katalysator +++, mit 10-5 +, mit 10 8, 


wie auch die ohne Katalysator —. Von den Proben mit gekochtem Kataly- 
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sator die mit 10-4 +, die mit 10-5 —. Erst nach 48 Stunden waren die 
letzteren +, waihrend um diese Zeit die Proben mit 10~—7 des nicht gekochten 
Katalysators bereits + waren. 

Abb. 1 gibt ein Bild dieses Versuchs nach 24 Stunden. Die Lésungen 
wurden in Kiivetten gefiillt und in gleicher Schichtdicke photographiert. 
1 ist die Farbe der Dopalésung ohne Katalysatorzusatz, 2: Dopa + 1: 100000 
Katalysator, 3: Dopa + 1: 10000 Katalysator. 


Abb. 1. 


Obwohl der gleichmaBigere Verlauf der spontanen Dopaoxydation 
nicht so sehr den Eindruck autokatalytischer Vorginge erweckt wie 
der der spontanen Adrenalinoxydation, so versuchte ich doch, ob 
etwa auch oxydiertes Dopa die spontane Dopaoxydation beschleunigt. 
Verwendet wurden hellbraune, dunkelbraune und schwarze Dopa- 
losungen. Einen EinfluB auf die Oxydationsgeschwindigkeit von 
Dioxyphenylalanin konnte ich durch Zusatz auch wesentlich hdherer 
Konzentrationen, als die wirksamen Omegakonzentrationen — sind, 
nicht ermitteln. Auch durch Stehen bei Luftzutritt verfarbte Brenz- 
katechinlésung erwies sich bei den gewahlten Versuchsbedingungen 
als Katalysator der Dopaoxydation unwirksam. 

Obwohl ich mich iiberzeugte, da auch Omegapriparate, die 
keinerlei Blutdrucksteigerung mehr bei intravenéser Injektion im 
Saugetierversuch hervorriefen, die Dopaoxydation deutlich — be- 
schleunigten, so habe ich noch eigene Kontrollversuche mit nicht- 
oxydiertem Adrenalin ausgefiihrt. 

Es wurde z. B. einer 0,15 °,igen Dopalésung (px 6,7) einerseits Omega, 
andererseits Suprarenin in gleichen Konzentrationen zugefiigt. Beide 
Substanzlésungen waren vor Zusatz auf die gleiche H-Lonenkonzentration 
(pu 6,5) gebracht worden. Alle Proben waren bei 18° dem Lichte ausgesetzt. 
Nach 24 Stunden waren zwei Dopaproben ohne Zusatz —, die Proben mit 


Adrenalingehalt 10-5, 10-8 10-7, 10-8 ebenfalls —, die Probe mit Omega 


1o-§ +++, 10-* ++, 10-7 +, 10-8 —. 


Es hatte also Adrenalin in einer Konzentration von 1: 10000 
keine Wirkung, Omega in einer Konzentration von héchstens 1 : 10 Milli- 
onen in diesem Versuch noch sehr deutlich katalytisch gewirkt. 


Setzt man die Proben in Ahlgrenschen Vakuumroéhrchen an, 
evakuiert sie und paraffiniert die Schliffe, so bleiben die Lésungen 
trotz Omegazusatz und selbst bei neutraler oder schwach alkalischer 
Reaktion farblos (ich habe einige solche Proben wochenlang beobachtet). 
Die Wirkung des Omega ist eben eine Oxydationskatalyse. 
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Wenn man den Versuch macht, den EinfluB von Cyan auf die 
Omegakatalyse zu priifen, so muB man auf die Reaktion der Lésungen 
achten. Ein Zusatz von m 1000 KCN zu der gebrauchten Dopalésung 
verschiebt die Reaktion noch deutlich zur alkalischen Seite, und die 
Schwarzung dieser Réhrchen erfolgt demgemaB im Vergleich zu den 
Kontrollen ganz besonders schnell. 

Durch Zusatz verdiinnter Essigséiure brachte ich das py einer 0,15 °,igen 
Dopalésung auf 5,4. Die spontane Verfarbung dieser sauren Lésung bei 
Zimmertemperatur und LichteinfluB geht aullerst langsam vor sich. Nach 
3 Wochen zeigten diese Réhrehen erst eine Farbe, die nur mit zu_be- 
zeichnen ware; die mit Omega (héchstens 1: 10000) versetzten Proben 
zeigten schon nach 24 Stunden +, nach 48 Stunden +, nach 8 Tagen 
Ein Teil der Proben hatte aufer Omega (1: 10000) m 1000 KCN zugefiigt 
erhalten. Die Reaktion war nach 8 Tagen deutlich lackmussauer. Die 
Verfarbung dieser Proben trat im gleichen Ausmabe wie die der cyankalifrei 
mit der gleichen Menge Omega versetzten ein, ja die Farbintensitaét wat 
deutlich etwas dunkler als bei jenen. 

SchlieBlich wurde festgestellt, daB eine Filtration durch Tierkohle 
die omegahaltige Lésung beziiglich ihrer katalytischen Wirkung auf 
Dopa unwirksam macht, ja, daB Tierkohle (es wurden zwei verschiedene 
Priparate benutzt) die Omegalésung (wie auch destilliertes Wasser) 
so beeinfluBt, daB die Filtrate einen hemmenden EinfluB auf die 
spontane Dopaoxydation ausiiben. Welche Art Stoffe von der Tier- 
kohle abgegeben werden, die hier als negativer Katalysator der Dopa- 
oxydation wirken, konnte bisher noch nicht ermittelt werden. 

Die beobachtete Oxydationskatalyse des Dopa stellt jedenfalls 
eine Parallele zu der von Roest (l.c.) beobachteten Katalyse der 
p-Phenylendiaminoxydation durch Adrenalin dar. 

Versuche mit nach den bekannten Vorschriften hergestelltem 
p-Chinon (die bald durch solche mit o-Chinon erginzt werden sollen) 
ergaben, da unmittelbar vor Versuchsbeginn hergestellte p-Chinon- 
lésungen die Oxydation (und violettschwarze Farbung) von Dioxy- 
phenylalanin etwa bis zu einer Konzentration von 1: 100 Millionen 
des Parachinons (bei einem py der Lésung von etwa 6,6 bis 6,8) sehr 
deutlich fordern. Oxydationshemmende Wirkungen hoher Chinon- 
konzentrationen (bis 1 . 10-4) wurden nicht beobachtet. 

Verdiinnungen von 1: 1 Milliarde 
sicher wirksam. So wurden z. B. in einem Versuch zu je 4,5ccem einer 0,1 °,igen 
Dopalésung (px 6,7), die schon 3 Tage alt, aber noch v6llig farblos war, 
je 0,5 cem einer frisch hergestellten p-Chinonlésung zugesetzt. Die Proben, 
die 1.10~5 p-Chinon enthielten, wurden schon nach wenigen Minuten 
rotlichviolett, nach 15 Minuten waren es auch die Proben mit 10—® p-Chinon, 
nach 16 Stunden waren die Proben mit 10-5 und 10-8 +++, 10-7 

10-§ +, 10-*® +, 10-” +, die p-chinonfreie Dopalésung farblos. Alle 
Proben waren bei 20° C dem diffusen Tageslicht ausgesetzt gewesen. Eine 

£ ~ 


Gelegentlich erwiesen sich noch 
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vollig gleichartig angesetzte Kontrollversuchsreihe ergab genau das gleich¢ 
Ergebnis. 

Es war also p-Chinon in diesem Versuch in einer Konzentration 
von 1: 1 Milliarde noch sicher als Férderer der Dopaoxydation wirksam 

Versuche, inwieweit auch im lebenden Gewebe (Haut) die Pigment- 
bildung durch Omegakatalyse einerseits, durch Chinone andererseits 
gefordert wird, wiren von gréBtem Interesse und werden zurzeit 
von Herrn Prof. Meirowsky-K6ln ausgefiihrt. 


Zusammentassung, 

Die spontane Oxydation von Dioxyphenylalanin wird durch 
Temperatursteigerung, Verminderung des H-lIonengehalts der Lésung 
und durch Licht geférdert. 

Omegazusatz begiinstigt katalytisch die Dioxyphenylalanin- 
oxydation selbst bei LichtabschluB und in schwach saurer Lésung 
Adrenalin, Brenzkatechin, durch Stehen an der Luft verfarbte Brenz- 
katechinlésung und Dopa, sowie oxydiertes Dopa haben diese Wirkung 
nicht. 

Bei Sauerstoffmangel tritt die Dopaverfairbung auch bei alka- 
lischer Reaktion, Lichtwirkung und Omegazusatz nicht auf. Omega- 
katalyse und Lichtkatalyse der Dopaoxydation wirken synergistisch. 

Omegalésungen, die durch Tierkohle filtriert wurden, verlieren 
ihre katalytische Wirkung beziiglich der Dopaoxydation, ja, kénnen 
die spontane Dopaoxydation hemmen. 

Zusatz von KCN (m/1000) hemmt die Omegakatalyse der Dopa- 
oxydation auch im sauren Medium nicht. 

Kochen vermindert die katalytische Omegawirkung, wie beziiglich 
des Suprarenins so auch Dopa gegeniiber. 

p-Chinon (in frisch hergestellter Lésung) kann noch in Konzen- 
trationen 1: 100 Millionen die Dopaoxydation sehr  deutlich — be- 
schleunigen. 
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Die Beeinflussung der Gewebsatmung durch Omega 
und durch Chinon. 


Von 
Bruno Kiseh und J. Leibowitz. 


(Aus der chemischen Abteilung des physiologischen Instituts der Universitat 
Koln a. Rh.) 


(Ausgefiithrt mit Unterstiitzung der Notgemeinschaft der deutschen 
Wissenschaft.) 


(Eingegangen am 6. Februar 1930.) 


Den Ausgangspunkt vorliegender Untersuchungen bilden die 
Versuche des einen von uns iiber die Funktion des Interrenalorgans der 
Selachier'. | Nebennierenrindenextrakte, die zur Fortsetzung jener 
Versuche verwendet werden sollten, sind bekanntlich ohne Adrenalin- 
beimengung kaum zu gewinnen. Das Adrenalin aus dem Extrakt der 
Rindensubstanz kann man durch Oxydation zu vernichten suchen?. 

Da sich nun zeigen 1aBt?, daB eine Oxydationsstufe des Adrenalins 
(vermutlich chinoider Art), die zunachst als Omega bezeichnet wurde, 
sich in vitro als Katalysator verschiedener oxydativer Vorginge erweist, 
war es eine notwendige Vorarbeit fiir die geplanten Versuche itiber die 
Wirkung von Nebennierenrindenextrakten, zu ermitteln, ob sich auch 
ein EinfluB von Omega auf die Gewebsatmung feststellen laBt. 

Die Beeinflussung der Gewebsatmung durch ein Oxydations- 
produkt des Adrenalins ist bisher unseres Wissens nicht gepriift 
worden. Uber Adrenalin selbst liegen eine Reihe von Untersuchungen 
vor, die in der Mehrzahl zeigen, daB die Atmung isolierten Gewebes 
durch Adrenalin nicht beeinfluBt wird‘. 

' Bruno Kisch, Piliigers Arch. 219, 426, 1928; Zeitschr. f. d. ges. exper. 
Med. 68, 216, 1929. 

2 G. Kiihl, Pfliigers Arch. 215, 277, 1927. 

3 Siehe die beiden Vorangehenden Mitteilungen von Bruno Kisch. 

* Ellinger, Zeitschr. f. physiol. Chem. 119, 11, 1926 (Adrenalinkonzen- 
tration 2.10-4 bis 2.10—°); Reinwein und Singer, diese Zeitschr. 197, 
152, 1928 (Adrenalin 1. 10~-* bis 1. 10~™ in Rhode- oder Phosphatlésung, 
Pu 6,8 bis 7,0); Paasch und Reinwein, ebendaselbst 211, 295, 1929. 
Positive Ergebnisse erhielten Abderhalden und Gellhorn, Pfliigers Arch. 
212, 523, 1926; s. hierzu aber Paasch und Reinwein, a.a.O. Weitere Literatur 
bei P. Trendelenburg, Die Hormone, 8. 298. Berlin, J. Springer, 1929. 
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Methodik. 


Bei unseren Versuchen folgten wir methodisch mdéglichst genau den 
Vorschriften O. Warburgs! iiber manometrische Messung der Gewebs- 
atmung von Organschnitten. Das Volumen unserer Atmungstrége betrug 
in den einzelnen Manometern, die wir verwendeten, bis zum Meniskus de: 
Sperrfliissigkeit etwa 4,5 bis 8cem. In den Hauptraum der Trége kam 
stets 1 cem Nahrlésung zur Suspension des Schnittes und in den Einsatztrog 
O,lecem 5° ,ige Kalilauge. Die GefaiSkonstanten fiir Sauerstoff waren 
bei 37° Ko, = 0,30 bis 0,60. 

Als Nahrlésung der Gewebsschnitte diente, soweit anderes nicht 
ausdriicklich angegeben ist, Warburgs ,,Ringerlésung fiir Atmung*: 100 cem 
0,9°, NaCl, 2cem 1,22°, CaCl, 2cem 1,159, KCl. Zu 100cem dieser 
Lésung kommen unmittelbar vor der Verwendung 2cem 1,3 °,iger NaHCO, 
Lésung. Bei kolorimetrischer Bestimmung ergibt sich fiir diese Nahr 
lésung ein py von 7,3 bis 7,4. Durch Steigern (bis 5cem) oder Mindern 
(bis Ocem) des Bicarbonatzusatzes haben wir fiir bestimmte weiterhin 
angeftihrte Zwecke das py der Nahrlésung in den Grenzen zwischen 7,9 und 
6,8 andern kénnen und, wo es nétig war, durch Zusatz ganz verdiinnter 
HCl bis PH 6,3. 

Unsere Versuche wurden bei einer Wasserthermostatentemperatur von 
37 bis 37,5° C ausgefiihrt. Bei den einzelnen Versuchen betrug die Tem 
peraturschwankung héchstens + 0,1°C. Diesen Temperaturschwankungen 
wurde nach Warburgs Vorschlag durch gleichzeitige Einstellung und Beob 
achtung eines LeergefiBes als Thermobarometer Rechnung getragen. 
Die Schiittelfrequenz betrug 70 bis 75 Vollschwingungen in der Minute. 
Die Vorwarmezeit betrug 10 bis 20 Minuten, die Hauptversuchszeit 15 bis 
45 Minuten. Innerhaib dieser Frist blieb die Atmungsgréle fast stets 
konstant. 

Das von uns verwendete Versuchsmaterial war (soweit anderes nicht 
ausdriicklich angegeben ist) stets Gewebe von normalen, zum Versuchs 
zwecke getéteten Tieren. Als Organ wurde stets die Niere verwendet, 
von der man leicht diinne, gleichmafige Rasiermesserschnitte gewinnen 
kann, und deren Atmung eine sehr intensive ist. Die Tiere wurden meist 
durch Nackenschlag getétet, die Niere sogleich entnommen, in Nahrlésung 
abgespiilt und, soweit sie nicht sogleich verwendet wurde, in Ringe: 
im Ejisschrank verwahrt. Die einzelnen Schnitte wurden erst in Nahi 
lésung gebadet und dann sogleich in die mit gleicher Lésung beschickten 
Atmungstrége gebracht und diese an die Manometer angeschlossen und 
in den Thermostaten gebracht. Zwischen Tétung des Tieres und Versuchs 
beginn verstrichen so wenige Minuten, bis zur ersten Mancmeterablesung 
«twa 20 bis 30. Nach Beendigung des Versuchs wurden die Schnitte mit 
destilliertem Wasser abgewaschen, bei 105° C in den kleinen Glastrégen 
getrocknet und auf 0,1 mg genau gewogen, da die Trockensubstanzmenge 
4 bis 5 mg betrug, diirfte der Wagefehler etwa mit 2 °,, zu veranschlagen sein. 

Ofter wurde zur Ausfithrung mehrerer Versuchsreihen vom gleichen 
Material die ganze Niere oder Stiicke von ihr (aber nicht die Schnitte) 
mehrere Stunden im Eisschrank verwahrt. Mitunter blieb die Atmungs 
gréfLe bis 24 Stunden lang fast unverindert, meistens war sie schon nach 
wenigen Stunden deutlich abgesunken. Versuche iiber die Beeinflussung 
der AtemgréfLe durch bestimmte Koeffizienten (siehe weiter unten) lassen 


1 O. Warburg, diese Zeitschr. 142, 317, 1913. 
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sich unserer Erfahrung nach nur an Schnitten des gleichen Versuchs- 
objekts ausfiihren, da die individuellen Schwankungen auch bei zwei ganz 
gleich vorbehandelten Tieren der gleichen Art zu gro sein kénnen. 

Wir berichten nun itiber das Ergebnis unserer Versuche, die sich 
in folgende Gruppen zusammenfassen lassen. 

1. Die normale AtemgréBe bei verschiedenen Individuen der 
gleichen Art und bei verschiedenen Tierarten und ihre Beeinflussung 
durch bestimmte Koeffizienten (Altern des Materials, py der Nahr- 
losung). 

2. EinfluB von Adrenalin auf die Atmung. 

3. 

4. EinfluB von p- und o-Chinon sowie Hydrochinon und Brenz- 
katechin auf die Atmung. 


EKinfluB von Omega auf die Atmung. 


Versuchsergebnisse. 

Die Zahlen der Tabelle | zeigen zunichst, daB die Atmung mehreret 
gleichzeitig oder unmittelbar nacheinander untersuchter Schnitte des 
gleichen Organs Werte gibt, die miteinander gut iibereinstimmen. 
Die Streuung betragt, wie man sieht, héchstens — 5°, des Mittelwertes. 
Die Tabelle zeigt weiter, daB die AtmungsgréBe bei Altern des Organs, 
auch wenn es auf Eis verwahrt wird, absinkt. Die Intensitat dieses 
Absinkens hangt nicht nur von der Zeit, die seit der Tétung des Tieres 
vergangen ist, sondern auch von individuellen Faktoren ab. Nach 
sehr reichlichen Athergaben getétete Tiere lieBen oft ein schnelles 
Absinken der AtemgréBe der Niere feststellen, doch spielen hier auch 
andere, nicht genauer ermittelte individuelle Faktoren eine Rolle. 

Bei Verwendung verschiedener Individuen der gleichen Tierart 
zeigte sich bei Ratten, Meerschweinchen und Kaninchen eine ziemlich 
gute Ubereinstimmung der AtmungsgréBe der gleichartig behandelten 
Niere verschiedener Tiere innerhalb jeder einzelnen dieser Tierklassen. 
Immerhin war aber die Streuung der bei den einzelnen Tieren ge- 
fundenen Werte wesentlich gréBer als bei Verwendung verschiedener 
Schnitte ein und derselben Niere. Fiir uns ergab sich hieraus die 
Folgerung, bei Versuchen iiber den EinfluB verschiedener Faktoren 
auf die Atmung selbstverstandlich zu einer Versuchsreihe nur Material 
der gleichen Niere zu verwenden. 

Bemerkenswert ist ferner, da aus der Statistik der Tabelle I] 
bei allen daraufhin gepriiften Tierarten (Ratte, Meerschweincken, 
Kaninchen, Katze, Hund) die durchschnittliche AtmungsgréBe der 
Niere weiblicher Individuen héher ist als die der Niere von Mannchen. 
Hierzu ware auf Tabelle I zu verweisen, die erkennen laBt, daB bei 
graviden Weibchen in der Regel ganz besonders hohe Atmungswerte 
des Nierengewebes, mitunter die héchsten bei der betreffenden Tierart 
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Tierart 


Bunte Ratte . 


Albino-Ratte . 


” 
” 
” ” 
. 
. 
os a 
~~ 


Meerschweinchen 


” 


Ge- 
schlecht 


“4 


4QQ +O 40404040Q Q 


fog 


2 QQ +40 


rn 


Q 


ou 


QAaq 


Ge- 
wicht 


£ 


135 
154 
178 
134 
182 
186 
216 
230 
129 
139 
139 
141 


143 
151 


Qo, 


Einzelwerte 


12,6: 12,1; 13,3 
12,8; 11,3 
12.6 


13,0: 14,2: 14,8 
16,3: 16.9: 17,1 
13,2; 13,1; 12,1 
14,5; 14,1: 14,8 


8,3; 9,3; 8,8; 9,1 


10,2; 9,9: 19.6 
13,8; 13,1; 13,3 
13,7; 13,3 
12.6 
14,3 
14,2: 13,6 
14,8; 15,0; 14,2: 13,9 
12,8; 12,4 
10,7; 11,1 
10,3; 11,1 


9,7: 8.6 

13.5: 14.1 
12,3; 12,5; 12,6: 12,3 

14.0; 13,9 

8,7: 9.3 

11,3; 12,0 

10.7: 10.5 


10,8; 10,3; 11,3; 11,3 
12,3; 12,7 
13,5; 13,9 

13,0 


13,3; 12,8; 12.6 


19,1; 20,3 


8,1; 8,3 
10,5; 10,9: 10,0 
10,8; 11,1 
7.8: 8,2 
8,5; 8,8: 83 
10,0: 10,2 
10,0; 9,6 
9,1 


9,1; 9.1; 9,0 


6,9; 7,1 
10,8; 10,7 
9,9: 9.7: 10,2 
11,7: 11,8 
9,1; 8,8; 8,7: 89 

7,1; 


65 


Mittel- 
wert 


12,7 
12.05 
12.6 
14,0 
16,8 
12,8 
14,5 


8,9 


10,2 
13,4 
13.5 
12.6 
14.3 
13,9 
14,5 
12,6 
10,9 
10.7 
915 
13,8 
12.4 
13.95 
9.0 
12,65 
10,6 


10.9 
12.5 
13,7 
13,0 
12,9 


19,7 
8,2 
10.5 
10,95 
8,0 
8.5 
10,1 
9.8 
9.1 
9.1 
7,0 
10,75 
9.9 
11,75 
8.9 


6.7 


Bemerkungen 


Zwei aufeinander 
folgende Versuchs- 
reihen 

2 Std. nach Tétung 


Zwei aufeinander- 
folgende Versuchs- 
reihen 


Gravid; zwei auf- 
einanderfolgends 
Versuchsreihen 


Drei | aufeinander- 


f ; folgende 
Zwei Versuchs- 
Drei | reihen 


Dasselbe 2 Std. spiit. 


Tétung mit Ather 
vier aufeinander- 
folgende Versuchs- 
reihen innerhalb 
3 Std. 


Drei aufeinander 
folgende Versuchs 
reihen 

Tétung mit Ather 

zwei aufeinandet 
folgende Versuchs 
reihen  innerhal! 
1 Std. 

Zwei aufeinander 
folgende Versuchs 
reihen 


Dasselbe 2 Std. spit 

Beginnende Gravi 
ditat ; zwei aufein 
anderfolgende Ver 
suchsreihen 

Beginnende 
ditt 


Gravi- 


Dasselbe 24 Std. spit 


9 m > 

a 7m «© 

° 16 . 
24 
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° . Gre- Ge- 
Tierart schlecht Wicht 
£ 
Meerschweinchen 520 
der fou 530 
ichs- C 585 
, C49 
tung 
ider- fos 676 
chs- oC 708 
auf- ? 313 
nde 
n 01 490 
ider- Q 510 
de 
hs- - 
= 2 620 
.°) 620 
spat. 
Q 623 
9 650 
ther Q 720 
nder- 
thal Kaninchen . rou 2700 
" 2700 
nder or 
chs rou 3500 
ther 
nder- 
achs: 2 2450 
rhall Q 9750 
nde. Q 2950 
achs 
2 3209 
spat 2 6500 
ravi - 
fein ee o" 1259 
» Ver- 
ravi- 
a 1590 
Oo" 2300 
Spat 


fou 3300 


C 3400 
oo 4000 
g 300 
= Q 1700 
Q 2200 
2300 





Yo, 


Einzelwerte 


8,1; 


DH AICO OH 

- Crore 

20 00 90 OO oH 
Crotde co 


~I 


8,2 


8,0; 8,2; 7.9; 8,1 
2: 10,7; 11,1 
98: 95 
9.1: 8,7 


8.3; 9,0 
6.9: 6.6: 62 
10,9: 10,7 


10.5 
9.4: 9.7: 9.1 
9,9; 9,1 


8,6: 8.9: 9.3: 9.0 
9,1; 9,7; 
8.9: 8.1 


8.8: 8.6 


6.1 
91: 9.6 
RS 
10,1; 10,8; 10,1 
9.7 
9.0; 9,1 
8.2: 8.6 


9.8: 101 
91 
8.0 

4.6; 4.9 

5,4; 5,1 

6.2: 

4.9; 

7,0; 7, 

8.6: 8, 
6.4 

9.2: 9,0; 8,7 

10,8; 10,1 


-~ 
w 


—— nD 


7.6: 7,3; 7,8 
13,8; 14,1 


Mittel- 
wert 


8,2 
8.65 
0 


Po 
1c 


‘ 
8.05 


10,95 


Bemerkungen 


\thernarkose 
Dasselbe 6 Std. spit 
Athernarkose 
Gravid 


Dasselbe 24 Std. spit 


Hochgravid 

Dasselbe 24 Std.spat 

Wahrscheinl gravid; 
Athernarkose 


Dasselbe 24 Std spit 

Hochgravid; Ather- 
narkose 

Gravid 

Dasselbe 24 Std spat. 

Grav.; Athernarkose 

Morphium, Urethan, 
Ather 

Morphium, Urethan, 
Curare 

Morphium, Urethan 
Strychnin, Adre- 
nalin 

Dasselbe 24 Std.spit. 

3!/, Std. nach Tétung 

Adrenalin 

Beginn. Graviditat 

Dasselbe 24 Std.spat 

Morphium, Urethan, 
Ephedrin 

Morphium, Urethan, 
Curare 

Juyg. Tier, Urethan, 
Ather 

Dasselbe 8 Std spit. 

® 4 7 

Morphium, Urethan, 
Germanin 

Urethan, in der Nar- 
kose eingegangen 

Dasselbe 24 Std.spit. 


Urethan, Ather 


Dasselbe 24 Std.spiit. 

Junges Tier 

Jung. Tier; Urethan, 
Ather 


Urethan, Ather 


Nierenanomalie ? 
(auffallend.Weich- 
heit); Urethan, 
Ather 
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1 Ge- ei Yo, . ‘ 
ierart wicht . : emerkungen 
— g Einzelwerte — 
Katze . g 2350 6,2: 6,8 6.5 Mit Ather getitet 
3.9: 3.8 3.85 Dasselbe! /,Std.spit 
™ Oe Pies 2 2350 7,9: 7.1: 68 7.9 Morphium, Urethan 
Ather 
69 69 Dasselbe 24 Std. spat 
2 9450 5.6: 5.3: 5.6 5.5 Morphium, Urethan 
Adrenalin 
Q 2550 4,1; 3,9: 3,8 39 
ie Q 2909 7.7: 8,0 7.85 Urethan, Ather 
°1 3290 6,0: 6,3; 5,9 6,1 Urethan 
i Q 3999 6,3; 6,3 6.3 Morphium, Urethan 
Ather 
kg 
a ae ee rou 10 11,3; 11.9; 11,2 11,5 Morphium, Uretha: 
n oO 15'/, 8,7: 9,0; 8,5 8,7 i ‘ 
» oO 16 6,1: 6,0 6,05 « Germanin 
2 ou 22) 2 8,9: 8.3; 8.6 8.6 ‘ Urethan 
ps 2 s1 2 1) 12.9 12.7: 2)11.6 12,1 Zwei Versuchsrcih 
re Q 141), 6,9: 6.4: 6,0 6.1 - j 
a 2 181), 13.7; 12,7; 13,1 13,2 ~ a rmeama ge- 
8,8; 9,1 8,95 —_ Dasselbe 18Std.spiit 
74 7.4 or wee 
£ 
Hase fod 2900 8.4: 7.3 8.0 Morphium, Urethan 
‘ a 3200 9.0: 9,6 9.3 verblutet 
. rou 3200 11.0 11.0 Morphium, Urethan 
i 2 Std. nach Tétung 
9,1; 8,9 9.0 Dasselbe 3 Std. spit 
a fou 3600 11,8; 11,6 11,7 
10,5 10.5 - e. 
erie a eG, ene o 3600 9,0; 9,2; 9,4 9,2 
M fou 3659 10,4; 10,4 10,4 
” 5 ey Ves fou 3700 19.0: 10.5 10.25 Morphium, Urethan 
verblutet 
9 he ae fou 4100 93 93 Morphium, Urethan 
” 0] 4000 5,8: 5,4: 5,5; 49 5.4 - ; erstickt 
Pavian fou 1400 10,7: 19,9 10.8 Jung. Tier; Urethan 


Digalen 


beobachteten, gefunden wurden. Diese Tatsache ist so auffallig, dab 
sie trotz des kleinen statistischen Materials eine Zufalligkeit wohl 
ausschlieBen 1aBt?. 

Bemerkenswert ist ferner, daB bei Katze, Hund und Hase die 
individuellen Unterschiede innerhalb jeder einzelnen dieser Gruppen 
wesentlich groBer sind als innerhalb der vorgenannten (Ratte, Meer- 


1 Beim Feldhasen hatte das einzige weibliche Tier, das wir untersuchen 
konnten, einen viel geringeren Atmungswert als die Mannchen. Dieses 
Tier ist aber lange zu einem Versuch benutzt und schlieBlich erstickt worden, 
so dais wir es fiir richtiger hielten, diese Zahl in Tabelle IT nicht zu verwerten. 
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schweinchen, Kaninchen). Leider ist auch hier unser statistisches 
Material zunachst noch viel zu gering. 

Uber die durchschnittlichen AtmungsgréBen der Niere bei den 
verschiedenen Tierarten und ihre etwaige Beziehung zur TiergréBe gibt 
die Tabelle Il summarisch, Tabelle I im einzelnen AufschluB. Die 
héchsten Werte zeigen Ratten (Albinoratten und bunte Ratten ver- 
hielten sich gleich). 

Es folgt das Meerschweinchen und der Feldhase und dann Kanin- 
chen, Katze, Hund ,die etwa gleich hohe Werte ergeben. Es ist jedoch 
zu betonen, daB diese Reihenfolge nur bei py = 7,4 gilt (s. Tabelle IIT) 
und nur fiir die Ringerlésung der von uns verwendeten Zusammen- 
setzung ermittelt wurde, also auf vitale Verhaltnisse nicht ohne weiteres 
einen Riickschlu8B erlaubt. 

Die in Tabelle II statistisch zusammengesetzten Werte sind durch- 
wegs unmittelbar nach Entnahme des Organs und bei Verwendung 
einer schwach alkalischen Nahrlésung (py 7.4, kolorimetrisch be- 
stimmt) gewonnen worden. 


Tabelle 11. 


Vergleich der AtemgréBe von Nierengewebe bei verschiedenen Tierarten. 





Zahl Pu Mittleres Ge- Mittelwert 
Tierart Geschlecht der Versuchs- der Nahr- Wicht d. Tieres 

tiere lisung rg O2 

Bunte Ratten Y 3 7.4 156 12.4 
ss i ; 9 5 7.4 190 13.4 
Albinoratten . . ro 9 74 154 13,2 
a 2 7 7.4 146 13,3 
Meerschweinchen y 16 7,4 481 9,8 
~ 2 Ss 7.4 568 10,1 
Kaninchen. . . y 3 7,4 2970 . 8.8 
- 5 ge Q 5 7.4 3550 92 
Katzen .... o 6 74 2629 6.75 
2 11 7.4 2380 7,65 

kg = 

CO Se P 4 7.4 16 8.7 
Be eae ai 2 3 7.4 13,8 10,5 

- g 

Se oe y 8 74 3490 99 
rovigm .. . ou 1 74 1409 10,8 


Von besonderen Einwirkungen sei noch die Narkose genannt. 
Es wurde schon erwahnt, daB die AtmungsgréBe der Nieren von durch 
Athernarkose getéteten Tieren meist schnell abnahm, sonst sahen wir, 
wie die Zahlen der Tabelle I fiir Ratten und Meerschweinchen be- 
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sonders deutlich zeigen, daB eine kurze Athernarkose auf die Atem- 
gréBe keinen merklichen EinfluB hat. Auch Morphium und Urethan 
scheinen, in maBigen Dosen am Gesamttier angewendet, die Gewebs- 
atmung der Niere nicht stark zu beeinflussen. Bei Chloroformvergiftung 
sahen wir oft, aber nicht stets (s. die Hiindin der Tabelle I), stark 
erniedrigte Atmungswerte der Niere, und zwar von Versuchsbeginn 
an, und nicht nur, wie bei Athervergiftung, ein schnelles Absinken der 
zu Versuchsbeginn noch normalen Werte. Bei zwei durch Chloroform 
getéteten Pavianen war eine Atmung des Nierengewebes unmittelbar 
nach dem Tode des Tieres tiberhaupt nicht feststellbar. 

Fiir die weiter unten anzufiihrenden Versuche der Omegakatalyse 
der Gewebsatmung schien es uns notwendig, den EinfluB der Wasser- 
stoffionenkonzentration auf die Atmung des Nierengewebes zu prifen. 
(Naheres hieriiber siehe oben bei Methodik.) Hierbei zeigte sich eine 
Verschiedenheit im Verhalten des Gewebes verschiedener Tierarten. 
Fiir die Meerschweinchenniere liegt das Optimum der Atmung des 
Nierengewebes bei Verwendung unserer Nahrlésung bei etwa py = 7,4 
bis 7,1 der Nahrlésung, desgleichen fiir die Niere von Hund und Katze. 
In starker saurer sowie in starker alkalischer Lésung nimmt die 
AtmungsgréBe ab. Beim Hasen und beim Kaninchen scheint das 
Optimum bei Verwendung der gleichen Nahrlésung in einem mehr 
alkalischen Bereich zu liegen. Jedenfalls ist die Atmung noch bei 
einem px = 7,9 bis 8,1 fast optimal. Bei Hund und Katze sind bisher 
nur je zwei Versuchsserien in dieser Hinsicht ausgefiihrt worden 
(s. Tabelle III). Das Resultat ist aber doch eindeutig. Das py-Op- 
timum liegt zwischen 7,1 und 7,4. Ob diese Beobachtungen auch fiir 
Nahrlésungen gelten, die anders zusammengesetzt sind als die von 
uns in allen Versuchen verwendeten (s. weiter oben), ware noch zu 
ermitteln. Hieriiber wird der eine von uns demnichst berichten. 


Der EinfluB von Adrenalin auf die Gewebsatmung.- 


Um auszuschalten, daB Adrenalinspuren unserer Omegapraparate, 
die die Atmung beeinflussen, von uns als Omegawirkung mibdeutet 
werden, wurde der EinfluB des Adrenalins auf die Gewebsatmung 
besonders gepriift. 

Verwendet wurde als Ausgangsmaterial: 1. Suprarenin Héchst in 
der kaéuflichen Verpackung, salzsauer, 1 : 1000 mit 0,4 4, Aceton-Chloro- 
formzusatz, 2. reines Suprareninum bitartaricum syntheticum cryst. 
Héchst. Das Versuchsergebnis war bei Verwendung beider Ausgangs- 
materialien das gleiche. Das py der Nahrlésung war natiirlich bei allen 
Versuchen in Kontrollproben und adrenalinhaltiger Lésung das gleiche. 

Die Lésungen wurden stets unmittelbar vor Beginn des Versuchs 


gemacht, um méglichst mit unoxydiertem Adrenalin zu arbeiten. 
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Wir haben Adrenalinversuchsreihen mit véllig iibereinstimmendem 
tesultat an 19 Ratten, 12 Meerschweinchen, 7 Katzen, 2 Kaninchen 
und 3 Feldhasen ausgefiihrt!. 

Die Stichproben aus der Zahl der Versuche, die Tabelle IV wieder- 
gibt, zeigen, daB eindeutiger Erfolg der Eimwirkung weder hoher noch 
minimaler Adrenalinkonzentrationen auf die Atmung des Nieren- 
gewebes bei keiner der untersuchten Tierarten und keinem py der 
untersuchten Nahrlésung (py = 6,8 bis 7,4) festzustellen ist. Die 
Versuche wurden von uns auch bei sehr niedrigen Adrenalinkonzentra- 
tionen ausgefiihrt, da nach Ahlgren® gerade diese die Methylenblau- 
entfarbung durch lebendes Gewebe besonders deutlich beschleunigen 
sollen. 


Omegakatalyse der Gewcbsatmung. 


Verwendet wurden Omegalésungen aus dem gleichen (kauflichen 
und reinen kristallisierten) Material hergestellt, wie die in den eben 
erwahnten Versuchen benutzten Adrenalinlésungen. Die katalytisch 
wirksame Oxydationsstufe des Adrenalins war teils durch spontane 
Oxydation, teils nach Luftdurchleiten durch die Lésung, teils durch 
Impfen mit Omega® beschleunigt gebildet worden. Die Wirkung der 
verschiedenen so erhaltenen Katalysatoren war grundsiatzlich gleich. 
Selbstverstandlich iiberzeugten wir uns wiederholt davon, dab die 
angewendeten Omegalésungen allein keinen merklichen Sauerstoff- 
verbrauch in der Versuchszeit ergaben. 

Zunachst wurden Versuche an der Niere von 19 Ratten, 8 Meer- 
schweinchen, 8 Katzen, 3 Feldhasen und 2 Kaninchen angestellt. 

Tabelle V gibt Stichproben dieser durchaus iibereinstimmend 
ausgefallenen Versuche. Man sieht, daB in der Mehrzahl der Fille 
Omega die Gewebsatmung steigert, und zwar um Betrige, die im 
Mittel 20 bis 30°,, mitunter bis iiber 60°, der Atmung in omega- 
freier Losung betragen, die somit auBerhalb der Streuung der 
Einzelwerte (. 5°) liegen (s. Tabelle I), wahrend sich die Ande- 
rungen der Gewebsatmung, die durch Adrenalinzusatz zur Nahrlésung 
bedingt werden, in der Grenze von etwa -- 5’, halten. Diese Wirkung 
von Omega ist auch noch bei Verdiinnungen des Katalysators von 
1.108 mitunter sehr deutlich. Andererseits konnten wir, wie eben- 
falls Tabelle V zeigt, eine Steigerung der Atmungsgr6Be durch sehr 
alte, oder gekochte (gelbe, nicht mehr rot oder rotgelbe) Adrenalin- 


1 Fiir Uberlassung eines Teiles dieses Materials sind wir den Herren 
Geh.-Rat Prof. Dr. H. E. Hering und Prof. Dr. EF. Koch aufrichtig dankbar. 

2 G. Ahigren, Zur Kenntnis der tierischen Gewebsoxydationen 8. 205ff. 
Lund 1925. 

3 Bruno Kisch, siehe die vorangehenden Arbeiten. 
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\jsungen mitunter nicht erzielen, als Ausdruck der schon von einem 
von uns betonten! Tatsache, daB nur bestimmte Oxydationsstufen 
des Adrenalins als Oxydationskatalysator wirken, aber mitunter bei 
bestimmten Objekten auch keine Wirkung mit Katalysator, der an 
einem anderen Versuchsobjekt noch deutlich wirksam war. 

Die Erfahrungen des einen von uns! tiber die Omegakatalyse der 
Adrenalinoxydation und der Dioxyphenylalaninoxydation lieBen uns 
den Versuch machen, ob die Omegakatalyse sich, nicht auch bei der 
Gewebsatmung in schwach saurer Lésung unter Umstanden deutlicher 
zeigt als in der zunachst erprobten schwach alkalischen. 

Aus Tabelle VI ist nun zweierlei eindeutig zu ersehen. Erstens 
sieht man wiederholt, daB Katalysator, der bei py = 7,4 der Nahr- 
losung die AtmungsgréBe eines bestimmten Versuchsobjekts unbeein- 
fluBt laBt, sie an dem gleichen Material steigert, wenn er in gleicher 
Konzentration bei py = 7,0 bis 6,8 beim selben Objekt verwendet 
wird. Zweitens sieht man, wie auch schon aus Tabelle V hervorgeht, 
daB verschiedene Katalysatorlésungen (je nach ihrer Vorgeschichte) 
die Atmung auch des gleichen Versuchsobjekts sehr verschieden be- 
einflussen. 

Zur ersten Beobachtung ist zu sagen, dab sie bis zu einem gewissen 
Grade wohl als Analogon der erwahnten Beobachtungen von Bruno 
Kisch (l.c.) im Reagenzglasversuch angesehen werden kann. Man 
sieht aber auch, daB Omega oft an Organen, die durch Altern einen 
geringeren Qo,-Wert haben, starker wirkt als das gleiche Praparat an 
frischem, kraftig atmendem Material. Ein Beispiel hierfiir zeigt die 
Hasenniere der Tabelle VI. Den genannten Beobachtungen des einen 
von uns entspricht es auch, daB nur gewisse Oxydationsstufen des 
Adrenalins wie die Adrenalin- und Dopaoxydation, so auch die 
Gewebsatmung férdern, daB die katalytische Wirkung von Omega- 
lésungen aber durch langes Stehen (bei Anwesenheit von Sauerstoff) 
oder durch Kochen vermindert, ja aufgehoben werden kann (Tabelle VI). 

In diesem Zusammenhang sei auch nochmals betont, daB die 
in den Tabellen angegebenen Katalysatorkonzentrationen in jedem 
Falle viel zu hoch angegeben sind, denn sie sind so gewahlt, als ob 
alles in der urspriinglichen Lésung enthaltene Adrenalin sich zur Ver- 
suchszeit in der Form der katalytisch wirksamen Oxydationsstufe 
befunden hatte. Dies ist gewiB nicht der Fall. Die Tabellen zeigen 
aber auch, daB die gleiche Katalysatorlésung an verschiedenen Ob- 
jekten verschieden stark wirksam sein kann, worin ein Hinweis auf 
die Bedeutung von im Gewebe selbst gelegenen Koeffizienten der 
Omegakatalyse der Gewebsatmung zu sehen ist. 


1 Bruno Kisch, siehe die vorangehenden Arbeiten. 
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Tabelle VI. 


Omega auf die Gewebsatmung bei verschiedenem py 


der Nahrlésung. 





Tierart 


Meerschweinchen 


» gravid 
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wicht 
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384 
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Da sich aus den oben angefiihrten Griinden der wahre Gehalt 
der Katalysatorlésung an Omega genau nicht ermitteln lie}, so kann 
auf Grund unserer Beobachtungen zunachst nur gesagt werden, dab 
Lésungen, deren Omegagehalt sicher niedriger als 1: 100 Millionen 
ist, noch deutlich katalytisch im Sinne einer Steigerung der Gewebs- 
atmung wirksam sein kénnen. 


Versuche mit Chinon. 


Die naheliegende Vermutung, daf Adrenalin durch Oyxdation 
in ein Chinon verwandelt wird, lie} uns Versuche mit dem nach be- 
kannten Vorschriften leicht herstellbaren p-Chinon machen, die 
zunachst erst durch einige Versuche mit (nach Willstdtter und Pfannen- 
stiel!) frisch hergestelltem o-Chinon erginzt wurden. 


p-Chinon, 


Das p-Chinon wurde nach den bekannten Angaben? hergestellt. 
Da seine Lésungen sich allmahlich, besonders bei Lichteinwirkung, 
verandern, wurden frische und alte Chinonlésungen benutzt. Das 
Wirkungsbild, das Tabelle VII gibt, ist zwar nicht so einheitlich wie 
das der Omegawirkung, liBt aber bestimmte GesetzmaBigkeiten doch 
sicher erkennen. Hohe Chinonkonzentrationen (10-4 bis 10~5) hemmten 
bei frischen Lésungen, mit Ausnahme eines Falles (Hase vom 21. Januar 
1930), stets die Gewebsatmung. Bei gealterten Lésungen fehlt diese 
Atmungshemmung hoher Konzentrationen 6fters, aber nicht immer, 
vermutlich als Ausdruck der Abnahme wirksamer Substanz in der 
Lésung. Durch niedrigere Konzentrationen (etwa 10 7 bis 10-') wird 
die Gewebsatmung stark geférdert. Ein Optimum scheint fiir frische 
Lésungen bei etwa 10 -§ bis 10-" zu liegen, fiir gealterte, an wirksamer 
Substanz armere Lséungen oft bei héheren Konzentrationen. Die 
quantitative Verschiedenheit der Wirkung diirfte auBberdem gewil 
durch im Gewebe gelegene Faktoren mit bedingt sein. Selbst gealterte 
Chinonlésungen sind aber in dieser Konzentrationsgrenze in den meisten 
Fallen deutlich wirksam. 

Eine starkere Wirksamkeit in mehr saurer Lésung lat sich, wie 
Tabelle VII zeigt, mitunter, aber nicht regelmaBig, nachweisen. Soweit 
das noch nicht sehr reiche Material der Tabelle VII einen SchluB zulaBt, 
scheinen sich frische Chinonlosungen da anders zu verhalten als gealterte. 


1 R. Willstdtter und A. Pfannenstiel, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 37, 
4744, 1904. 

* KE. Fischer, Darstellung organischer Préaparate, 10. Aufl., 8. 59. 
Braunschweig, Fr. Vieweg & Sohn, 1922. 
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Tabelle VII. 
EinfluB von p-Chinon auf die Gewebsatmung. 
: 2 Atmung mit Chinon bo i 
ae te- Ge- Es ii— ees & 
lierart ici wieht Pa = Chtean- ra Bemerkungen 
konzen- Vo, 
g Vo. tration * 0/9 * 
Hase o | 3600) 7.4) 104 1.194 3,0 || — 70 |) Frische 
9. I. 1980 I Bias 8,6 15 | Chinonlisung 
Hase fou 3600 7,4 93 | 1.10% 9,3 0 
20. I. 1939 1.10-7 10.0 5 | Geatterte, _hell 
1.10% 93 0 | we oe 
1.19-19 | 92 0 os 
Hase oa |3600) 74 91 1.1975 12.0 + 30 
21. I. 1930 1.10-7 12,3 35 | Frische 
1.19-9 11.1 1 20) | Chinonlésung 
1.107" 8,6 i) 
Kaninchen Q (2450 7,4 96 1.108 | 11,1 | + 15 | Sicilian 
16. I. 1930 1.107 | 10,1 | + 5°)! Chinonlésung 
68 | 86 | 1.10-* | 10,3 29 | goldgelb 
1.10-1° | 10,5 20 
7,4 8,8 | 1.10°° 93 6+ 5 i ; 
i.e 10,3 + 20 | zs Chinot 
6.8 7,9 1.10-° 7.4 5 lisung. 
1.107% 7,1 0 
Kaninchen | 2 | 2900 74 10,9 1.108 | 104 + 5 |, ealtorte 
17. I. 1930 1.10-'° | 11,4 15 |! — goldgelb 
1.10-° 11,9 +20 | Frische 
:. tore?) SEs +15 | Chinonlisung 
Meer- fou 362 7.4 83 1.105 6,9 —15 | 
schweinchen 1.1077 69 —15 _ Frisehe 
9. I. 1930 it? 10.2 +25 | Chinonlisung 
1.1072 | 103 + 25 
Katze oa |4000 7,4 8,1 | 1.10-° 6,7 -15 | 
15. I. 1930 1.10? 85 |} + 5 Frische 
1.1079 92 1 15 Chinonlisung 
1 : 10 - 10,1 T 25 Dasselbe 
7.4 6,4 | 1.1078 7,8 +- 20 |) Material, 20 Sti 
1.1071 8,2 . 30 y ced tang 
68 59) 1.10% | 58 | + 0|/ “inverander 
1.10-™ 7,4 | + 25 griinlichgel! 
7.4 5.5 1.1075 5.1 a 4 Std. spite 
kg 1.10-* | 70 | +25)! Chinonitcmn 
Hund 2 18'/,: 7,4, 12,7 | 1. 10-6 93 | —25 
13. I. 1930 1.19-* | 128 |+ 0 
1.19 13,8 + 10 Gealtert: 
1.10719 | 17,0 + 35 Chinonlisung 
7,1 | 18,6 | 1.1077 10,4 | — 25 goldgelb 
1.107 | +10 
1.10-!! | 16.2 | +20 


* Abgerundet auf + 5 0/9. 
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Tabelle VII (Fortsetzung) 





Atmung mit Chinon 





Ge- Ge- = 
A. 





lierart schlecht wieht 7H = Chinon- Bemerkungs 
kg V0, ‘alee Yo, 
Hund 7.4 8,95 SS 10,7 20 
13. I. 1930 18"), 1.10°9 | 118 30 eat 
Q L.10-** | 11,7 30 Material 
1.107" | 103 15 und dieselbe 
7,1 80 1.10% 113 40 |} toned spares 
1.10-%° 9.4 20 
1.10712 8.7 L 10 
Hund a" 154/,| 7,4 | 8,7 1.10°° 4.85 | —45 
13. 1. 1930 1.10-6 7.9 10 
1.10°8 95 + 10 
1.10°9 11.2 1 3n Frische Losung 
1.107 10,9 +- 25 
1.10-1% 9,1 + .5 





Die deutliche Férderung der Gewebsatmung durch p-Chinon in 
minimalen Mengen ist jedenfalls zweifellos und die GréB8enordnung 
der wirksamen Konzentrationen etwa die gleiche wie bei Omega, dessen 
Konzentration, wie oben erwahnt, in unseren Tabellen jedenfalls zu 
hoch angegeben ist. Auch die GréBenordnung der maximalen Atmungs- 
steigerung des Gewebes durch p-Chinon bewegt sich in der gleichen 
GréBenordunng wie bei der Omegakatalyse der Gewebsatmung. 


o-Chinon. 


Da Adrenalin ein Brenzkatechinderivat ist, so war die Unter. 
suchung der Wirkung von o-Chinon auf die Gewebsatmung noch reiz- 
voller. Das Praparat, das wir uns nach den Angaben von Willstdtter 
und Pfannenstiel (1. c.) herstellten, ist nicht nur in Lésungen, sondern 
auch in Substanz sehr leicht zersetzlich, unsere Versuche mit o-Chinon 
sind deshalb zunichst noch sehr sparlich und nur als Stichproben 
ausgefiihrt worden. Tabelle VIII zeigt das Ergebnis. 

Grundsatzlich ist die Wirkung des o-Chinons auf die Gewebs- 
atmung die gleiche wie die des p-Chinons. Im einzelnen zeigt sich, 
daB (auch frische) Lésungen gealterter (brauner) o-Chinonpraparate 
keine oder eine minimale Witkung haven, und zwar sowohl beziiglich 
der Hemmung durch hohe als beziiglich der Férderung durch niedrige 
Dosen. 

Aus frischen (roten) Praparaten hergestellte Lésungen hemmen 
(wie p-Chinon) in hohen (10-4 bis 10~*) Konzentrationen die Gewebs- 
atmung und férdern sie in Dosen von 1.10 § bis 1. 10-1", und zwar 
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Tabelle 


Vill, 


EinfluB8 von o-Chinon auf die Gewebsatmung. 
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Tierart 
Hase 
20. I. 1930 
Hase 
22. I. 1930 
Hase 
21. I. 1930 
Hase 
23. I. 1930 
Hase 


23. I. 1930 


Hund 
24. I. 1930 


Hund 
13. I. 1930 


Kaninchen 
16. I. 1930 


Ge- 


Ge- 
schlecht ieht 


fou 


3200 


3600 


8700 


4100 


10kg 


181/, 
kg 


2900 
g 





9.0 


9,1 


10,4 


~I 
~ 


11,4 


9,3 


anscheinend etwas starker als p-Chinon. 


Atmung mit » & 
o-Chinonzusatz Si 5 
o-Chinon- zx Bemerkungen 
konzen- Vo, “3 
tration < 0/,° 
1.10-* | 10,0 + 5 
:. ws 92 L Q | Frische Lisung 
7 Or ; aus gealterten 
1.10 , 9,9 0 braunem 
1.10°9 10,0 ) Chinonpriaiparat 
1.10" | 94 t 0 
1.10 6,7 25 
1.107 10,6 + 20 | Frische Lisun; 
1.1079 | 113 +. 2H aus frischem 
1.107129 | 125 L 40 | rotem Priipar 
1.1071" 9,9 + 10 
TS ake 8.2 || —10 
1.10-5 91 E v | Frische Lisung 
1.i¢-* 92 i aus frischem 
1.108 | 10.0 4+. 10 | rotem Priipar 
1.107? | 12.5 + 35 
5 AR Frisch. Lsg. au 
i. 10” 10,45 0 |i gealtert., braw 
Fe sw, 11,25 + 10 |i Priiparat 
1.1075 | 12,05) + 15 ||) Frische Lisung 
9 2 4 aus frischem 
1.10 11,65 t 10 rotem Priparat 
1.10-5 9,2 t QO 
1.10" 109 | +15 | gomny ha ogy 
r . aus Irischbem 
1.19 6.9 10) rotem Pripar 
1.107% 9,0 + 15 
1.10 | 11,1 | + 0) Genlterte lag 
4 Lod . aus gealterter 
1.10-° | 11,7 t+ O |} braunem Chino: 
1.105 | 129 + 15 Gealterte Lsg 
1.107% 11.2 1. (iif aus frischem 
, = - rotem Chino: 
1.10-5 6.0 20 28 Std. altes Ge 
1.10-7 11.6 L 60 webe,Chinonlsg 
1.10-° | 98 | 4301) * “Prati. 
. ¥ v7, TT ¢ -riparat 
1.105 | 10,2 | +10 
1/107 103 | +10) | yn A my 
1 - ‘ i aus frischei 
1.10°° | 12,1 + 30 Priiparat 
Lip + tsi + 40 


Beim Altern der Lésungen 


nimmt auch ihre oxydationskatalytische Eigenschaft ab. 


Auch beim Chinon haben wir uns natiirlich durch Kontrollen iiber- 
zeugt, daB die Steigerung des Sauerstoffverbrauchs nicht durch den 
O-Verbrauch sich zersetzender Chinonlésung dieser Konzentration 
bedingt sein kann. 
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Tabelle IX. 


Minfluls von Brenzeatechin und Hydrochinon auf die Gewebsatmung 


der Niere. 





Ge- Atmung K Atmung 
Po Ge- Zusi » } 
lierart . wicht ) ohne Zusiitze Zusatz onzen mit Zusatz 
schlecht PH E tratio 
i i a Vo, ration Wo, 
Katze 2 3'/, | 7,4 6.1 Brenzeatechin 1. 10 5,8 
29. I. 30. - 1.1078 6.4 
Hydrochinon 1.10°° 6.3 
..a0" 5.9 
Hund i 18', 7,4 12,1 1.10- 12,4 
28. 1. 30. < Liaw 11,9 
brenzeatechin 1.1075 11,7 
L.w- 11.8 
ne 1.10-" 12.1 


SchlieBlich zeigt Tabelle LX, de> Hydrochinon und Brenzcatechin 
in Konzentrationen, in denen die entsprechenden Chinone und Omega 
eine deutliche Wirkung auf die Gewebsatmung haben, diese, ganz wie 
Adrenalin, weder hemmend noch férdernd beeinflussen. 


Zusammenfassung, 

Es wird die Atmung von Nierengewebe verschiedener Tierarten 
(Ratte, Meerschweinchen, Kaninchen, Feldhase, Hund, Katze, Pavian) 
mit der Warburgschen Apparatur untersucht. 

Es zeigte bei Albinoratten, bunten Ratten, Meerschweinchen, 
Kaninchen, Katzen, Hunden die Atmung der Niere weiblicher Tiere 
einen etwas héheren Wert als die mannlicher Tiere. Die héchsten 
Werte fanden wir bei graviden Tieren. 

Von unseren Versuchstieren zeigte Ratte, Meerschweinchen, 
Kaninchen geringe, Hund, Katze und Feldhase ziemlich bedeutende 
individuelle Schwankungen der AtmungsgréBe. Bei Anwendung 
gleicher Nahrlésung und py = 7,4 ordnete sich die AtmungsgréBe des 
Nierengewebes Ratte > Meerschweinchen, Feldhase ~ Kaninchen, 
Hund > Katze. 

Bei Anderung der Wasserstoffionenkonzentration der Nahrlésung 
zeigte sich ein Optimum der AtmungsgréBe bei Ratten und beim Hund 
bei pu etwa 7,1 bis 7,4, bei der Katze bei py 7,4, bei Kaninchen und 
Feldhase bei py etwa 7,7 bis 8,1 (alkalischere Lésungen wurden nicht 
untersucht). 


Frisches Adrenalin, in Konzentrationen von 1 .10~4 bis 1 . 1074 
der Nahrlésung zugesetzt, ruft keine Steigerung der AtmungsgréBe des 
Nierengewebes hervor. 


e 
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Omega steigert, in Konzentrationen von héchstens 1 .10-* bis 
1.10 ' der Nahrlésung zugesetzt, die Gewebsatmung in der tiber 
wiegenden Zahl der Falle bei allen untersuchten Tierarten sehr deutlic! 
(bis um 60°,). Die Wirkung tritt oft auch noch bei Geweben, dere: 
Atmung bei py 7,4 durch Omega nicht gesteigert wird, bei py 7.0 
bis 6,8 deutlich zutage. 

Frisch hergestellte p-Chinon- und o-Chinonlésungen hemmen in 
hohen Dosen (10 4 bis 10 5) die Gewebsatmung, férdern sie aber i: 
niedrigen Dosen, 10 ® bis 10 ™, sehr deutlich, wahrend sich gleic! 
konzentrierte Lésungen von Brenzkatechin und Hydrochinon wirkungs 
los erwiesen. 

Die GréBenordnung der wirksamen Konzentrationen von p- und 
o-Chinon einerseits und Omega andererseits, desgleichen die GréBen 
ordnung der durch diese Stoffe ausgelésten Steigerungen der Gewebs 
atmung ist gleich. 

Bei langerem Stehen der Lésungen bei Sauerstoffzutritt und be 
sonders bei Lichteinflu8 und hoher Temperatur nimmt die Wirksamkeit 
sowohl von Omega als anscheinend auch von Chinon ab. 

Im Gewebe selbst gelegene disponierende Koeffizienten spielen 
beim Ausma® der Atmungssteigerung sowohl durch Omega als durch 


Chinon ebenfalls eine Rolle. 

















sw" 


4 bis 
tiber 
sutlic} 
dere: 


‘0 


1en in 
ber in 
gleic} 
kungs 


- und 
roBen 
ewebs- 


ad be- 
umkeit 


spielen 


durch 








Uber die B-Oxydation der Propionsiure, 
Bildung von Malonsiure. 
Von 
Ladislav Kline. 
(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Ljubljana, Jugoslavien.) 


(Eingegangen am 6. Februar 1930.) 


Bei der Ausarbeitung einer Methode zum Nachweis und zur 


quantitativen Bestimmung der Butterséiure iiber die in Kiirze 
berichtet werden soll — hatte ich Gelegenheit, mich mit dem quanti- 


tativen Verlauf der Oxydation einiger niederen Fettsiuren mit Wasser- 
stoffsuperoxyd in schwefelsaurer Lésung bei Anwesenheit eines Eisen- 
salzes als Katalysator zu befassen. Dakin! oxydierte Ammoniumsalze 
der Fettsiuren in neutraler Lésung mit Wasserstoffsuperoxyd und hat 
die bei der Oxydation auftretenden Produkte beschrieben. Quantitativ 
verfolgte er nur die Bildung der dabei entstehenden Kohlensaure. 
Die groBe biologische Wichtigkeit dieser Oxydationen hat mich ver- 
anlaBt, diese Prozesse quantitativ zu verfolgen. Bei der Behandlung 
der Propionséiure unter den oben angegebenen Bedingungen ist es 
mir gelungen, in den erhaltenen Oxydationsprodukten Malonsaiure 
aufzufinden. 
Experimenteller Teil. 

Die zur Oxydetion bestimmte Menge Propionsiure wurde mit 3 ccm 
Kisenschwefelsaure (2n Schwefelsiure, in der 0,75 g¢ Eisenammonium- 
alaun pro 500 ccm gelést sind) und Wasserstoffsuperoxyd versetzt, in den 
Kolben des Apparats zur quantitativen Bestimmung der Butterséure 
gebracht und Wasserdampf im Laufe von 50 Minuten so eingeleitet, daB 
nicht tiber 50 cem Wasser in die eisgekiihlten Vorlagen tibergingen. Darauf 
wurden die quantitativ tiberdestillierten und absorbierten Aldehyde jodo- 
metrisch bestimmt. Der Kolbenriickstand wurde zur Analyse der fliichtigen 
und nichtfliichtigen Saéuren verwendet. 


1 Dakin, Journ. of biol. Chem. 1908, 8. 77, 91, 277; 1910, S. 41. 
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a) Die Bestimmung des Acetaldehyds. 


Bei der Oxydation der Propionséure bildet sich in gréBeren Mengen 
Acetaldehyd, der sich sofort durch seinen charakteristischen Geruch kund 


gibt. Qualitativ wurde er durch Jodoform und die Lewinsche Probe 
nachgewiesen. Die Gunningsche Probe war negativ. Formaldehyd konnte 


nicht gefunden werden, andere Aldehyde kommen hier nicht in Betracht. 

Zur quantitativen Bestimmung wurden 20,6mg Propionséure und 
3ccm Eisenschwefelséure einmal mit 2, dann mit leem 3 %igen Wasserstoff 
superoxyds wie oben beschrieben oxydiert, der sich bildende Acetaldehyd 
nach Ripper jodometrisch mit Natriumbisulfit bestimmt. 


Das Destillat von 20,6 mg Propionséiure verbrauchte 13 ccm NaH SO, 


n/50 = 5,72 mg CH,COH. 
Auf 1 Mol Propionséure umgerechnet, entspricht die gefundene Aldehyd- 
menge 47% der Theorie. 


b) Die Bestimmung der Kohlensdure. 


Die bei der Oxydation von 103 mg Propionséure mit lcem 30 %igem 
Wasserstoffsuperoxyd und 3ccm Eisenschwefelséiure entstandene Kohlen 
siure wurde mit Hilfe eines kohlenséurefreien Luftstroms aus der Apparatut 
ausgetrieben, in Barytwasser absorbiert und azidimetrisch bestimmt. 

Aus 103 mg Propionséiure gebildete CO, verbrauchte 34,5cem Ba(OH), 
n/10 = 76mg COQ,. 

Aus | Mol Propionséure bilden sich also 54 g Kohlensaure. 


c) Flichtige Sduren. 


10,470 g Propionséure wurden sukzessiv in Mengen zu je lg (lg 
Propionséure, 3cem Eisenschwefelsiure, 5cem 30°%iges Waasserstoff- 
superoxyd) oxydiert, der Riickstand im Destillationskolben mit Schwefel- 
sféure angeséuert und mit Ather im Perkolator erschépfend extrahiert. 
Der atherische Extrakt wurde nach Verjagen des Athers mit Phosphorséur 
angeséuert und mit Wasserdampf so lange destilliert, bis keine sauren 
Daimpfe mehr iibergingen. Das fliichtige Saéuren enthaltende Destillat 
verbrauchte bei der Neutralisation 68 cem n Natronlauge. Nach dem Fin- 
dampfen wurde die neutrale Lésung in einen MeBkolben von 100 ccm 
gebracht und bis zur Marke aufgefiillt. Das Vorhandensein von Ameisen- 
siure gab sich durch Reduktion von Silbernitrat, Sublimat und Mercuro- 
chloridlésung kund. Die Ameisenséure wurde nach Fincke gravimetrisch, 
durch Reduktion des Sublimats und Wagen des ausgeschiedenen Kalomels 
bestimmt. 

10 cem der Lésung gaben bei der Reduktion 0,4357 g Kalomel = 42 mg 
HCOOH; das entspricht einer Gesamtmenge von 0,425 g Ameisensaure. 

Im Rest (80cem) des Destillats wurde die Ameisensiure teils durch 
Kochen mit 10%igem Silbernitrat, teils durch Oxydation mit Bichromat 
und Schwefelséure entfernt. Die mit Wasserdampf abdestillierten tibrig- 
gebliebenen fliichtigen Saéuren verbrauchten zur Neutralisation 47 ccm 
n NaOH. Einige Kubikzentimeter der neutralisierten Lésung wurden mit 
20cem 10%igem Ag NO, gefallt. Im getrockneten Niederschlag wurde 
der Silbergehalt bestimmt. 

0,4467 g des Salzes gaben 0,2829g¢ Ag = 63,5% Ag, Silberacetat 
enthalt 64,7 % Ag, Silberpropionat 59,6°% Ag. Es ergibt sich hieraus, da8 
ein Teil der Propionséure unangegriffen geblieben ist, was ja verstandlich 
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ist, da relativ groBe Mengen (1 g) auf einmal] oxydiert wurden. Aus dem 
prozentualen Silbergehalt der Salze kann die Menge der nicht oxydierten 
Propionséure zu 23,5° der Gesamtsiure berechnet werden. Es entfallen 
also von den insgesamt verbrauchten 58,8cem n NaOH 45cem auf die 


Kssigsiure, 13,8 ccm auf die Propionséiure, was 2,7 g Essigsiiture und 1,02 g 
Propionséure entspricht. Es bilden sich somit bei der Oxydation von 


~ 


9,45 g Propionséiure 0,425 g Ameisenséure und 2,7 g Essigséure. 


d) Nichtfliichtige Sduren, 

Der bei der beschriebenen Bestimmung der fliichtigen Fettséuren 
verbliebene phosphorsiéurehaltige Riickstand wurde mit Ather im Perkolator 
erschépfend extrahiert. Nach dem Abdunsten des Athers bildeten sich 
Blattchen von stark saurem Charakter. Der in Wasser geléste Riickstand 
verbrauchte 34 cem n/10 NaOH zur Neutralisation. Durch Ansiéuern und 
Extrahieren wurde die Séure wieder frei gemacht. 0,1027g der nicht 
vollkommen gereinigten Kristalle neutralisierten 18,6cem n/10 NaOH, 
was auf Vorhandensein von Malonséiure hinweist. Nach Umkristallisieren 
aus Wasser zeigte die Substanz den Schmelzpunkt 132° und zersetzte 
sich dabei unter Bildung von Kohlenséure. Reine Malonsiure (Kahlbawm) 
hat den Schmelzpunkt 132°. Der Mischschmelzpunkt letzterer mit unsere 
Substanz zeigte keine Depression. Die getrockneten Kristalle gaben nach 
Kochen mit Essigséureanhydrid und Eisessig die fiir die Malonséure charak- 
teristische Fluoreszenzreaktion?. Zur weiteren Charakterisierung wurde 
das Bariumsalz aus der Substanz sowie aus reiner Malonséure dargestellt 
und beide analysiert. 

0,1206g Bariumsalz unserer Substanz gaben 0,1095g BaSQ, = 
53,4% Ba. 

0,1385 g Bariumsalz der Malonséure gaben 0,1260¢ BaSO, 53,5 % 
Ba. Fiir Ba(COQ),CH,.H,O berechnet sich 53,4 %. 

Es bildet sich also bei der Oxydation der Propionséure mit Wasserstoff- 
superoxyd in der Tat Malonséure. Soweit es uns bekannt, ist hiermit zum 
ersten Male die Bildung der Malonséure bei der Oxydation der Propion- 
siure festgestellt worden. Aus 9,45 g Propionséure bildeten sich 0,177 g 
Malonsaure. 


In der nachfolgenden Tabelle sind die aus 9,45 g Propionsaure 
erhaltenen Mengen der Oxydationsprodukte sowie die ihnen jeweils 





Gefundene 


Menge Kohlenstoff 
, e g 
Acetaldehyd ..... 2,63 1,43 
Kesigehure ...... 2,7 1,98 
Ameisensiure. .... 0,425 0,11 
Malonséure. ..... 0,177 0,06 
Kohlensaure ..... 6,9 1,88 
Summe: 4.56 
Propionsiure angewandt 9,45 46 


1 Kleemann, Ber. 19, 2030, 1886. 
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entsprechenden Kohlenstoffmengen angefiihrt, was eine Uberpriifung 
der analytischen Angaben ermdéglicht. 

Die zur Oxydation verwendeten 9,45 g Propionsdiure enthalten 
4,6 g Kohlenstoff, in den Oxydationsprodukten wurden 4,56 ¢ 
Kohlenstoff wiedergefunden. Diese konnten also quantitativ erfab1 
werden. 

Die Oxydation der Propionsiure kann auf zwei verschiedene 
Arten verlaufen: Sie kann entweder am a- oder am £-Kohlenstoffatom 
Platz greifen. Im ersten Falle miissen wir uns denken, dab die Oxydation 
iiber die Milchsiure CH,.CHOH.COOH verlauft, welche dann 
weiter zu den oben gefundenen Produkten oxydiert wird. Dies ist aber 
aus folgendem Grunde unwahrscheinlich: Wir haben gesehen, das man 
aus Propionsiure etwa 50°, der theoretisch méglichen Menge Acet- 
aldehyd erhalt. Wird nun Milchsiure unter denselben Bedingungen 
oxydiert, so bildet sich fast gar kein Aldehyd, obwohl bekanntlich 
Milchsiure mit Kaliumpermanganat quantitativ in Acetaldehyd 
iibergeht. 

Hier mégen die Resultate einiger Oxydationsversuche der Milchsiiur 
unter denselben Bedingungen wie bei Propionsiure folgen : 

20mg Milchséiure + 2cem 3°%iges H,O, + 3 ccm Eisenschwefelsiur 
gaben 0,16 mg Acetaldehyd. 

50 mg Milchséure + 5cem H,O, + 3ccm Eisenschwefelséure gaben 
0,29 mg Acetaldehyd. 

100 mg Milchséure -+- 1 cem 30 °ojiges H,O, + 3 cem Eisenschwefelsiur 
gaben 0,96 mg Acetaldehyd. 

Dieses seltsame Verhalten soll Gegenstand einer  spiteren 
Veroffentlichung sein. Jedenfalls scheint daraus zu folgen, dal} 
Wasserstoffsuperoxyd die Propionsiure nicht am a -Kohlenstoff- 
atom angreift, da wir ja kaum annehmen kénnen, dal die inter 
mediair gebildete Milchsiure sich anders verhalten wiirde als die 
praformierte. 

Greift die Oxydation am $-Kohlenstoff an, so muB sich intermedia: 
der Halbaldehyd der Malonsiure CHO .CH,.COOH bilden. Diese: 
ist sehr unbestandig und geht leicht durch Decarboxylierung in Acet 
aldehyd iiber, oder er kann zu Malonsaéure oxydiert werden. Malon. 
siure und Acetaldehyd wurden festgestellt. Dai die Ausbeute an 
Acetaldehyd nur etwa 50°, der Theorie ausmacht, ist verstandlich 
da er teilweise zu Essigsiure weiter oxydiert wird. Ein Teil der be: 
der Oxydation entstehenden Essigsiure geht aber auch auf Rechnung 
der sich primar bildenden Malonsiure. Diese wird namlich unter den 
angegebenen Bedingungen teilweise in CO, und Essigsaiure gespalten 
Ameisensiure und Kohlensaiure sind als Produkte der sich weite: 
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oxydierenden Essigsiure anzusehen. Das Schema der Oxydation 
der Propionsiure anf Grund der vorliegenden Arbeit ware also: 


CH, CHO COOH 
| 

| 

CH, + O > CH, + 0 > (Hy 
COOH COOH COOH 


v v 
CO, + CHz,COH + 0 — CH,COOH 


v 
HCOOH + CO, 
v 
CO, Hy 0. 
Wie weit die einzelnen Oxydationsprodukte weiter abgebaut 
werden, ist aus der Arbeit ersichtlich. 
Es sei an dieser Stelle auf die Analogie des Verlaufs der Oxydation 
der Propionséure mit der der Asparaginsdure hingewiesen. Dakin! oxydierte 
letztere und bekam als Oxydationsprodukte: Acetaldehyd, Essigséure, 


Ameisensaure, Kohlensaéure und Malonsaéure. Er stellte folzendes Schema aut 


( H—NH,—COOH CHO COOH 
O—~ Nis + CO, 4 Oo > | 


CH,-COOH CH,—COOH CH, 


| 


COs + CHgCHO + O-— CH,COOH. 


Die Ubereinstimmung der gefundenen Oxydationsprodukte ist ein 
weiterer Beweis fiir unsere /-Oxydation. 


Zusammenfassung. 

Die Oxydation der Propionsiure mit Wasserstoffsuperoxyd in 
schwefelsaurer Lésung bei Anwesenheit eines Eisensalzes als Katalysator 
wurde in bezug auf die sich bildenden Stoffe quantitativ verfolgt. 
Dabei gelang es zum ersten Male, eine zweibasische Saure Malon- 
siure — - unter den Oxydationsprodukten der Propionsaiure nachzuweisen. 
Ferner konnte gezeigt werden, daB es sich im vorliegenden Falle um 
eine 6-Oxydation der Propionsiure handelt. 

Es ist mir eine angenehme Pflicht, dem Vorstand des physiologischen 
Instituts, Herrn Prof. Dr. E. Kansky, fiir die wertvollen Ratschlige und 
Unterstiitzung bei Austiihrung der Arbeit auch an dieser Stelle zu danken. 


' Dakin, Journ. of biol. Chem. 1909, S. 409. 











Uber die photogalvanischen Erscheinungen an 
belichteten Cu0-Elektroden (Beequereleffekt). 


(Photodynamische Studien. IL.) 


Von 
M. Karsehulin. 


[Aus dem Institut fiir allgemeine und experimentelle Pathologie und 
Pharmakologie der Universitat in Zagreb. | 


(Eingegangen am 6. Februar 1930.) 
Mit 8 Abbildungen im Text. 


Taucht man in eine Salzlésung zwei Metallplatten ein, die an det 
Oberfliche mit einer diinnen Schicht von Metallhalogen oder Metall- 
oxyd bedeckt sind und belichtet dann die eine der beiden Platten, 
wahrend die andere im Dunkeln gehalten wird, so kann man mit einem 
empfindlichen Galvanometer einen Strom feststellen, der im Element 
von der unbelichteten zur belichteten Platte verlauft. 


Seit der Entdeckung durch Becquerel (1839) wurde diese Erscheinung 
vielfach untersucht und auf rein physikalische sowie auch chemische bzw. 
photochemische Weise gedeutet!. Biologisches Interesse gewann jedoch der 
Becquerelefiekt erst nach der Entdeckung Bichats, der bei belichteten 
Pflanzen starke, negative Ladungen feststellte. A.D. Waller*® wies nach, 
daB bei Belichtung von griinen Blattern elektrische Stréme entstehen und 
daB dabei die belichtete Blattseite elektropositiv aufgeladen wird: bei 
einigen Pflanzen erhielt er jedoch auch umgekehrte Resultate. J. ( 
Waller® beobachtete das Auftreten von Strémen bei Belichtung der Kronen 
blatter von Hydranea, wobei er feststellte, da diese Erscheinung nur fii! 
chlorophyllhaltige Blatter gilt. Im Gegensatz dazu stellte C.J. Bose das 
Auftreten von Strimen auch bei nicht griinen Pflanzen fest. J.C. Waller 
(l. ¢.) schreibt die Ursache dieser Erscheinungen der langsamen Elektronen 
strahlung zu, die eine Folge der photoelektrischen Wirkungen des Lichtes 
auf die in den Pflanzen enthaltenen aitherischen Ole sein soll. 


' Zusammentassende Literatur bei: F’. Weigert, Optische Methoden de: 
Chemie, 8. 357, Leipzig 1927: siehe auch die Arbeiten von Lifschitz und 
Hooghoudt, Zeitschr. f. phys. Chem. 128, 43, 1927; 1338, 43, 1928; 141, 52 
1929: Chr. Winther, ebendaselbst 131, 205, 1928; 145, 81, 1929. 

* 4. D. Waller, Proc. of the Roy. Soc. 67, 129, 1901. 

3 J.C. Waller, Plant electricity, Ann. of Botany 39, 1925. 
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In einer friheren Arbeit, die in dieser Zeitschrift erschienen ist !, 
wurde tiber die Aufspeicherung von Rose bengale durch Paramaecium 
caud. im Lichte berichtet. Diese Erscheinung wird einer Ladungs- 
anderung der das Protoplasma umgebenden Membran zugeschrieben, 
deren Ursache wahrscheinlich in photogalvanischen Prozessen zu suchen 
ist. Um diese Annahme begriinden zu kénnen, wurde das photo- 
galvanische CuOQ-Element, das vorerst mit mineralischen Salzlésungen 
gefiillt wurde. untersucht, um dann den Einflu8 des Rose bengale auf 
den ProzeB feststellen zu kénnen und danach, wenn mdglich, die er- 
haltenen Resultate auf die Vorgange, die sich an der Oberflache der 
belichteten und sensibilisierten lebenden Zellen abspielen, zu iibertragen. 


Das photogalvanische Kupferoxydelement wurde bisher gew6hnlich mit 
Kupferplatten, die an der Flamme des Bunsenbrenners oxydiert wurden, 
untersucht *. Diese Art der Herstellung der Elektroden laiBt jedoch in bezug 
auf die GleichmaBigkeit der so erhaltenen Kupferoxydschicht viel zu 
wiinschen tibrig, und auBerdem ist auch die chemische Homogenitat des 
Oxyds nicht einwandfrei; es ist nimlich keinesfalls sicher, daf bei der 
Oxyvdation an der Flamme des Bunsenbrenners nur CuO und nicht auch 
Cu,O entsteht. Ferner mu® beriicksichtigt werden, daB auch chemische 
Prozesse die heiBe, von den Verbrennungsgasen bestrichene Oberfliche és 
Kupfers bzw. des Oxyds verindern kénnen. Da diese Mangel der an der 
Bunsenflamme erhaltenen Kupferoxydschichten die noch unerforschten 
Reaktionen, die an der belichteten Kupferoxvdplatte stattfinden, nur 
noch komplizierter machen, trachtete ich, diese nachteiligen Faktoren 
nach Méglichkeit auszuschalten. Zunichst wurde versucht, die Kupfer- 
platten im Sauerstoffstrom zu erhitzen und so brauchbare Oxydschichten 
zu erhalten; es zeigte sich jedoch, da® die auf diese Weise erhaltenen 
Schichten auch bei sorgfaltiger, langsamer Abkiihlung von einem feinen 
Netz von Rissen bedeckt waren und an manchen Stellen das Oxyd abfiel, 
was die Platten natiirlich unbrauchbar machte. Auch die Methode der 
Oxydation in heiBer, schwach alkalischer NaClO-Lésung gab keine 
brauchbaren Platten*®; die Oxydschicht war in diesem Falle zu diinn und 
trotz sorgfiltiger vorheriger Reinigung der Kupferplatten nicht gleich- 
maBig auf der Oberflache derselben verteilt. j 

Nach vielen Versuchen gelang es endlich, eine Methode zu finden, 
die brauchbare Platten ergab. Taucht man namilich die zuerst in 
Saure (HNO,), dann in heiBer NaO H-Lésung (6 °,,) gereinigten Kupfer- 
»latten (Durchmesser 70mm, 0,1 mm dick) unter bestandigem Hin- 
und Herschwenken in eine auf 90° C erwairmte 6°, ige wasserige Lésung 
von NaOH ein und gibt so viel Kaliumpersulfat hinzu, daB diese Lésung 
2°, K,8, 0, enthalt, so erhalt man nach kurzer Zeit Platten, die von 
einer gleichmaBigen Schicht von CuO bedeckt sind: durch Variieren 
der Eintauchzeit sowie auch des K,S8,O,-Zusatzes gelingt es, ver- 


' M. Karschulin, diese Zeitschr. 218, 202, 1929. 
* H. Rigollot, Ann. de ’Univ. de Lyon 29, 1897. 
3 J. Plotnikov, Photochem. Versuchstechn., 8. 300. Leipzig 1928. 
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schieden dicke Oxydschichten zu erhalten. Im Gegensatz zu den am 
Bunsenbrenner oxydierten Platten, die eine glinzende Oxydschicht auf- 
weisen, sind die mit Persulfat oxydierten Platten von einer matten 
tiefschwarzen Oxydschicht bedeckt und haben*ein dem _platinierten 
Platin ahnliches Aussehen. Auf Abb. 1 wird links eine solche Platte 
gezeigt: die Platte rechts wurde durch Oxydation im Sauerstoffstrom 
erhalten und hat infolge der starken Lichtreflexion auf dem Bilde eine 
viel hellere Ténung. 





Abb. 1. 


Nach dem Oxydieren wurden die Piatten sorgfaltig mit destilliertem 
Wasser gewaschen und dann 24 Stunden in destilliertes Wasser, das 6fters 
gewechselt wurde, hineingehangt. An der Luft trocknen diese Platten sehr 
rasch; dies berechtigt zu der Annahme, dali die Oxydschicht sehr fein verteilt 
ist und daher eine groBe Oberflache besitzt, was bei den Potentialmessungen 
bekanntlich von groBem Vorteil ist. Mit diesen Platten wurden die unten 
beschriebenen Versuche ausgefiihrt. Die Versuchsanordnung zeigt Abb. 2. 


las 





Abb. 2. 


Als Lichtquelle diente eine Bogenlampe B, die mit Gleichstrom vor 
110 Volt und 5,5 Amp. brannte; diese Stromstirke wurde mittels eines 


Ampéremeters 4 gemessen und wahrend der Versuche mittels eines Rheo 
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staten P und durch sorgfaltiges Nachregulieren der beiden Kohlen genau 
eingehalten. Da auch geringe Schwankungen der Lichtintensitat sehr 
storend auf den Verlauf des Versuchs einwirkten, wurde darauf gesehen, 
daB sich die horizontale, positive Kohle bzw. deren leuchtende Spitze 
immer an derselben Stelle befand, da auch eine geringe Abweichung von 
der Anfangslage die Lichtverhaltnisse (Intensitat) an der  helichteten 
Elektrode stark beeinfluBte. Durch Aufsetzen der Linsen L, und L, aut 
die optische Bank konnte die photogalvanische Zelle Z mit einem an- 
nahernd parallelen Lichtbiindel belichtet werden, das durch die Blende Bi 
im Bilde auf der Bank liegend) auf einen Durchmesser von 37 mm ab- 
geblendet wurde. Die beiden Kiivetten F, und F, enthielten eine schwefel- 
saure Losung des .Mohrschen Salzes, um die Warmestrahlung zu absorbieren ; 
es sei bemerkt, daB bei den Arbeiten Samsanovs u. a.! soleh ein Filter nicht 
angewandt wurde, was natiirlich infolge starker Erwarmung der Elektroden 
unrichtige Resultate ergibt. Die Konstruktion und die Dimensionen der 
photogalvanischen Zelle sind aus Abb. 3 ersichtlich. 























Abb. 3 


M ist ein dickwandiges Glasrohr, das bei Oe eine Offnung hat. E, und £, 
sind die CuO-Elektroden; die belichtete Elektrode ist in der Nahe des 
MantelgefaBes MW durchléchert, so daB der vor der belichteten Elektrode 
liegende Raum mit dem dahinterliegenden kommunizieren kann. D, ist 
ein 4mm dicker Dichtungsring aus Gummi, der zugleich einen freien Raum 
vor der Elektrode erméglicht. D, sind zwei diinnere Gummiringe zum 
Abdichten der Zelle. Die Zelle ist beiderseits mittels zweier Glasplatten G 
geschlossen, die durch einen Metallrahmen an das MantelgefaB gepreBt sind. 

Die Fortsaitze der oxydierten Kupferplatten (s. Abb. 1) waren mit den 
beiden Quadrantenpaaren eines Thomsonschen Quadrantenelektrometers 
nach Dolezalek-Nernst verbunden, das in der iiblichen Weise aufgestellt 
und geeicht wurde; die Ablesungen wurden mittels eines Skalenfernrohres, 
das etwa 1 m von dem Spiegel des Elektrometers entfernt war, vorgenommen. 
Ein Teilstrich der Skala entsprach 2 Millivolt. Nachdem der Elektrolyt 
in das Element eingefiillt worden war, wurde 15 Minuten gewartet und dann 
mit der Belichtung begonnen. Wahrend der ersten 10 Sekunden wurde 
jede zweite Sekunde, dann jede zehnte Sekunde abgelesen. Das Potential 
wurde bei folgenden Fiillungen der Zelle gemessen: H,O, NaOH, NaF, 


' Samsanov, Zeitschr. f. wiss. Phot. 11, 33, 1912; van Dijck, Zeitschr. 
f. phys. Chem. 120, 282, 1926. 
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NaCl, NaBrund NaJ; die Konzentration der NaO H-Lésung wurde zu n 10 
die der Halogensalzl6sungen zu je n/10, n/1l00 und n 1000: genommen 
AuBerdem wurde bei jeder L6sung auch die Stromstarke, die das belichtet« 
Element lieferte, mit einem empfindlichen Galvanometer (1 Skalentei 

10% Milliamp.) gemessen. Auf den Abb. 4a bis 8b ist der zeitliche 
Verlauf der Spannung und des Stromes der belichteten Elemente graphiscl 
dargestellt; die Zeit in Sekunden ist auf den Abszissen und die Potential 


bzw. die Stromstarken sind auf den Ordinaten aufgetragen. Auf den 
Abb. 4b, 7b und 8b ist fiir die Stromstirke wegen des starken Anstiegs 
ein anderer MaBbstab genommen worden. Die beobachteten Potential 


waren durchweg positiv und fielen nach dem Verdunkeln der Zelle rascl 
auf Null. Eine Ermiidung der belichteten Zelle, Ahnlich wie dies Samsano: 
(l. ¢.) bei seinen Untersuchungen an Farbstoffzellen beobachtet hat, konnt« 
bei keiner der angewandten Elektrolyte beobachtet werden. Alle Messungen 
zeigten eine mehr oder weniger ausgepriigte Induktionsperiode. 

Das mit zweimal destilliertem Wasser gefiillte Element zeigt bei Be 
lichtung eine nur sehr geringe PotentialerhGhung von 8 Millivolt, die 
in 50 Sekunden erreicht wurde: dies beweist jedoch, dal der Prozel 
nicht nach dem Schema van Dijcks! 


CuO + Licht — Cu + O 


stattfinden kann, da ja in diesem Falle die Potentialdifferenz zwischen 
belichteter und unbelichteter Platte eine viel gréBere sein wiirde. Die ge- 
messene geringe Potentialerhéhung bei H,O scheint vielmehr auf der 
Erwarmung der Platte infolge thermischer Absorption des Lichtes 
durch das Kupferoxyd zu beruhen. 

Bei der Fiillung der Zelle mit n/10 NaOQH-Loésung erhalt man jedoch 
erhebliche Ausschlage, und zwar bei der Potential- als auch bei der Strom 
messung. Die Kurven auf Abb. 4a und 4b zeigen den zeitlichen Verlaut 
der Potentialkurve (Millivolt) und der Stromkurve (Milliampére) bei det 
Belichtung einer mit n/ 10 NaOH gefiillten Zelle. Zu Beginn des Versuchs 
verlauft der Potentialanstieg flach, nach etwa 3 Sekunden besitzt die 
Kurve einen Inflexionspunkt und steigt dann, um nach 80 Sekunden ihren 
Maximalwert zu erreichen, der weiterhin konstant bleibt. 

Wie kénnte man sich nun den Mechanismus dieses Vorganges er- 
kliren? Nehmen wir an, daB der primar verlaufende ProzeB als eine 
Aktivierung des Kupferoxyds im Lichte aufzufassen ist, etwa nacl) 
dem Schema 

' CuO +-w hiv — Cu0*?, 


wobei Cu Q* als energiereiches, labiles Molekiil anzusehen ist, das leicht 
mit anderen Molekiilen reagieren bzw. eine Reaktion vermitteln kann 


' van Dijck, Zeitschr. t. phys. Chem. 120, 282, 1926. 

2 J. Plotnikov, Journ. of the Ind. chem. soc. 6. Nr. 4, 635, 1929; das 
Zeichen * wird mit allem Vorbehalt angewandt, wie aus der zitierten Mit 
teilung zu entnehmen ist. 
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Da aber eine Reaktion zwischen CuO* und NaOH-Molekiilen schlecht- 
iin nicht angenommen werden kann, so muB der Potentialanderung 
ler belichteten Zelle eine andere Ursache zugeschrieben werden. Die 
Energie, die infolge der Lichtabsorption von den CuQ-Molekiilen auf- 
gespeichert wurde, kann bekanntlich zu den verschiedenartigsten Ande- 
rungen des Molekularzustandes der absorbierenden Molekiile selbst. 
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sowie auch anderer benachbarter Molekiile fiihren. In diesem Falle 
wire es am wahrscheinlichsten, da die durch die CuO-Molekiile auf- 
gespeicherte Energie den Dissoziationszustand der NaOH-Molekiile 
beeinflussen kénnte, da, wie friiher erwahnt wurde, eme Reaktion 
zwischen CuO* und NaOH nicht angenommen werden kann: dieser 
Vorgang kénnte etwa durch folgendes Schema wiedergegeben werden: 


CuO + a7.h.v— CuO* 


als primarer Vorgang, waihrend der sekundare ProzeB nach 


CuO* + Na + OH’ + 2NaQH — CuO 2Na 4+ 20H’ + NaOH 
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verlaufen wiirde. Daraus ist ersichtlich, daB die an das CuO* gebundene 
Energie den Dissoziationsgrad von NaOH vergréBert, wobei aus dem 
CuO* wieder CuO wird. Es mu jedoch hervorgehoben werden, dal} 
der ProzeB von der Wellenlange des auffallenden Lichtes abhangig ist 
daher ist es nicht ausgeschlossen, ja sogar sehr wahrscheinlich, daB durch 
Belichtung mit weit auseinanderliegenden Wellenlingen ein entgegen- 
gesetzter Verlauf der Potentialanderung hervorgerufen werden kann 
In diesem Falle gibt Belichtung mit weibem Lichte (wie in vorliegender 
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Abb. 5b. 


Arbeit) kein richtiges Bild der Erscheinung, insbesondere des Gleich- 
gewichtszustandes. Die Untersuchung der Vorginge im photogalvani- 
schen CuO-Element bei monochromatischer bzw. angenahert mono- 
chromatischer Belichtung ist Gegenstand einer demnachst erscheinenden 
Arbeit. 


Es wurden ferner die wisserigen Lésungen der Natriumhalogenic 
NaF, NaCl, NaBr und NaJ untersucht; die mit diesen Lésungen als 
Elektrolyt erhaltenen Resultate zeigen die Kurven auf den Abb. 5a bis 8h 
Aus diesen Kurven ersieht man, daB die Messungen mit Loésungen von 
NaF und NaBr (Abb. 5a bis 6b) weitgehend ahnliche Resultate im Verlau' 
der Potential- sowie auch der Stromkurven ergeben. Eine Ausnahme 
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machen jedoch die NaCl- und NaJ-Lésungen, wie der Verlauf der Kurven 
auf Abb. 7a bis 8b zeigt; die Stromkurven erreichen hier viel héhere Werte 
als diejenigen der mit NaF- und NaBr-Lésungen gefiillten Elemente. 

Ein recht merkwiirdiges Verhalten zeigen jedoch die Potentialkurven von 
NaCl und NaJ; obgleich der gemessene Strom bei beiden Lésungen einen 
hohen Wert (NaCl 0,08, NaJ 0,07 Milliamp.) erreichte, sehen wir, daB die 
Potentialkurve mit n/10 NaCl bei 28 Millivolt, diejenige mit n/10 NaJ 
jedoch bei 56 Millivolt ihren Maximalwert erreichte. Diese Erscheinung 
laBt sich nur so erkliren, daB in diesem Falle, auBer der friiher erwihnten 
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Dissoziationsanderung, eine Reaktion zwischen dem CuO* und den Elektro- 
lyten (NaCl bzw. NaJ) stattfindet. Bei dem NaJ z. B. kénnte der Prozef 
auf diese Weise vor sich gehen 
CuO* + 2NaJ + 2H,O — 2Na0OH + CuO + 2HJd 
und die auftretende Jodwasserstoffsiure kann dann auf das inaktivierte 
Kupferoxyd einwirken 
CuO + 2HJ — CuJ, + H,0. 
Nimmt man aber mit van Dijck (1. c.) an, daB das aktivierte CuO selbst 
eine Veranderung erleiden kann, und zwar 
CuO* + CuO — Cu,0 + O 
oder auch 


CuO* + CuO* — Cu,O 0, 


Biochemische Zeitschrift Band 220. 9 
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so entsteht durch die Einwirkung des freien Sauerstoffs auf Na J elementares 
Jod. Hier sowie auch im Falle der Na J-Bildung werden jedoch die photo- 
chemischen Verhiltnisse viel kompliziertere sein; hatte man es vorher nur 
mit einer Lichtabsorption des Kupferoxyds zu tun, so kommt jetzt noch die 
Absorption des HJ bzw. Cu, J, méglicherweise auch des freien Jods hinzu; 
durch diese Einfiihrung neuer Absorptionsstreifen kénnen die verschieden- 
artigsten photochemischen sowie auch Dunkelreaktionen stattfinden. Die 
hohen Potentialwerte, die man mit Na J-Lésungen erhalt, erlauben auch die 
Annahme katalytischer Reaktionen, da das bei der Belichtung frei werdende 
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Abb. 7b. 


J, sich mit dem Alkalihalogenid zu K J, verbindet; in dem Falle haben 
wir nun Trijodionen, J;, in der Lésung, die bekanntlich auBerordentlich 
photoaktiv sind und den ProzeB autokatalytisch beschleunigen!. 


Der quantitativen Formulierung der Vorginge, die sich im photo- 
galvanischen CuQO-Element abspielen, werden somit groBe Schwierig- 
keiten entgegenstehen, was besonders fiir den Fall der Jodbildung gilt, 
da die photochemischen Eigenschaften des Jods noch wenig erforscht 
sind und meines Wissens Angaben iiber die photochemische Absorption 


1 J. Plotnikov, Lehrb. d. allgem. Photochem. 8.301. Berlin 1920: 
N. v. Strachov, Journ. russ. phys.-chem. Ges. 48, 824, 1916; J. Plotnikor. 
kurzer Bericht dariiber, Zeitschr. f. wiss. Photogr. 18, 227, 1919. Die 
Existenz von HJ, als starker Saéure haben M. Hlasko und Kadenaéovna 
(Roezniki Chemiji 6, 228, 1927) nachgewiesen. Uber den EinfluB des O, . 
auf HJ im Lichte siehe J. Plotnikov, Journ. de Chem. Phys. 26, Nr. 1, 
50, 1929. 
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des Jods bisher nicht vorliegen!. Um diese Fehlerquellen auszuschalten, 
wurden Versuche mit monochromatischer Belichtung unternommen, 
und zwar nur mit Wellenlangen, die nicht in den allgemeinen Ab- 
sorptionsbereich des Jods fallen. Die optischen Eigenschaften der 
Oxydschicht auf den Kupferplatten (fast vollstaindige Absorption des 
auffallenden Lichtes) erlaubten es, diese Versuche méglichst quanti- 
tativ zu gestalten, da sie sehr gut zur Messung der auffallenden Licht- 
energie verwendet werden kénnen. Die Resultate dieser Versuche 
werden in einer gesonderten Abhandlung erscheinen. 
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Es ist mir ferner gelungen, durch Analyse der durch Messung erhaltenen 
Potentialkurven eine Formel aufzustellen, die der von J.C. Gosh? fiir die 
Versuche von Rule mit Fluoxzeszenzzellen berechneten prinzipiell, d. h. mit 
Ausnahme der Koeffizienten, gleicht. Danach kénnte man die Potentiale, 
z. B. einer n/10, n/100 und n/1000 NaBr-Lésung nach folgenden Formeln 
berechnen : 

Eyjo == 0,058 log (1 +- 2,95 th t’’/23) 

Enjoo = 0,058 log (1 + 2,30 th t’’ /25) 

Enj1000 = 0,058 log (1 + 0,77 th t’’ /27) 
1 J. Plotnikov und M. Karschulin, Zeitschr. f. Phys. 38, 508, 1926. 
2 J.C.Gosh, Zeitschr. f. phys. Chem. 3, 419 bis 426, 1929. 
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Exo, Enj100 und Ey)1009 sind die Potentiale der belichteten Zelle bei Fiillung 
mit n/10, n/100 und n/1000 NaBr-Lésung, th ist der hyperbolische Tangens, 
t’’ ist die Belichtungszeit in Sekunden. 

Nach oben Gesagtem mu man sich jedoch vor Augen halten, dab 
diese Ausdriicke nur angenahert giiltig sind, da sowohl die Versuche 
Rules als auch meine bei Belichtung mit weiBem Licht vorgenommen 
wurden. So erstreckt sich auch die Giltigkeit dieser Formeln nur auf 
die NaF- und NaBr-Lésungen; NaCl und NaJ zeigen groBe Ab- 
weichungen, was eben als Beweis fiir die obenerwahnte Kompliziertheit 
der Vorginge, die an der belichteten Elektrode bei Anwendung dieser 
Lésungen stattfinden, anzusehen ist. 

Einer tiberaus angenehmen Pflicht nachkommend, méchte ich an dieser 
Stelle meinem verehrten Chef, Herrn Professor Dr. M. Miculicich, fiir sein 
unermiidliches Interesse, das er meinen Arbeiten entgegenbrachte, sowie 
auch fiir die mir in jeder Hinsicht erwiesene groBziigige Unterstiitzung 
und Férderung derselben meinen innigsten Dank aussprechen. 


Zusammenfassung. 


1. Es wird die Herstellung von CuO-Platten beschrieben, die sich 
fiir das Studium der photogalvanischen Cu O-Zelle als besonders brauch- 
bar erwiesen haben. 

2. Es wurde das Potential und die Stromstarke der mit den oben 
beschriebenen CuQ-Elektroden hergestellten, mit weiBbem Licht be- 
lichteten photogalvanischen Zellen gemessen, wobei Wasser und 
Lésungen der Natriumhalogenide in Wasser als Elektrolyte genommen 
wurden. 

3. Es wurde beobachtet, daB die mit H,O gefiillte Zelle nur einen 
geringen Potentialanstieg zeigt, der der thermischen Absorption des 
CuO zugeschrieben wird; daraus wird geschlossen, daB ein Zerfall von 
CuO im Lichte bei der mit H,O gefiillten Zelle nicht stattfinden kann. 
Die groBen Unterschiede der Potentiale zwischen NaJ-Lésungen und 
den Lésungen der anderen Na-Halogenide werden dahin gedeutet, dal 
bei den ersteren verschiedene Vorgiinge photochemischer (Cu,J, J,- 
Bildung) und autokatalytischer (Trijodion) Natur, sowie auch Dunkel- 
reaktionen eintreten kénnen. 

4. Der groBe Potentialwert, der bei NaOQH-Lésungen erhalten 
wird, 148t auf eine Dissoziationsinderung dieser Lésungen schlieBen; 
die Untersuchungen der Vorgainge im photogalvanischen Element bei 
monochromatischer Belichtung sind Gegenstand einer gesonderten Ab- 
handlung. 
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Beitrag zur Frage der intrazelluliren Proteinsynthese. 


Von 
A. Timofejewa und 0. Steppuhn. 


(Aus der Abteilung fiir experimentelle Pathologie und Pharmakologie des 
Staatlichen chemo-pharmazeutischen Forschungsinstituts Moskau.) 


(Eingegangen am 7. Februar 1930.) 


Fragen, welche mit der intrazellularen Proteinspaltung zusammen- 
hangen, sind vielfach, und auch besonders von uns in letzter Zeit, studiert 
worden. Das Gegenstiick dazu —- der ProzeB des EiweiBaufbaues 
in der Zelle — ist bis heute kaum dem Experiment zuganglich geworden, 
abgesehen von einigen wenigen in vitro-Versuchen, die ja nichts anderes 
ergeben hatten, als daB die Reaktion der fermentativen Spaltung in 
vitro unter Umstanden nicht nur zum Gleichgewicht gebracht, sondern 
auch nach der Seite einer Synthese verschoben werden kann. Neuerdings 
haben wir wieder diesbeziigliche Versuche in Bestaétigung und Ausbau 
der Versuche von Henriques und Gjaldbaek (1) und besonders Borsook 
und Wasteneys (2) und Rona und Oelkers (3) angestellt, und zwar am 
Pepsin-Protein- und Trypsin-Proteinsystem. Der Erfolg war positiv. 
In gewissem Grade ist dieses eine schéne Stiitze fiir die alte Plastein- 
theorie von Danilewsky, aber doch nur von dem Standpunkt interessant, 
da8 ein Fermentpraparat, welches proteolytische Eigenschaften besitzt 
(Pepsin, Trypsin), auch einen Aufbau unter Umstinden demonstrieren 
kann. Noch ist es aber zu friih, davon zu sprechen, dab das spaltende 
und aufbauende Agens identisch sind, wie verlockend es auch sein mag, 
eben diese Theorie zu akzeptieren, schon der Analogie halber mit einem 
so klassischen KatalyseprozeB wie der Alkoholveresterung. Rein 
physiologisch interessiert uns aber auch kaum, abgesehen von még- 
lichen Analogien mit intrazellularen Fermenten, die Mégliclikeit eines 
tiweibaufbaues aus Spaltstiicken durch Pepsin. Die Aufgabe des Pepsins 
oder anderer exkretierter Fermente, die in der Umgebung des Organismus 
arbeiten, ist, abzubauen und nicht aufzubauen, und der Mund-Magen- 
Darmtraktus ist ebenso ,,Umgebung“ des Tieres, wie die Zone der um 
einen Mikroorganismus verfliissigten Gelatine. Intrazellular muB aber 
Auf- und Abbau gleichzeitig und vielleicht auch an gleicher Stelle 
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verlaufen, und da gewinnen beide Prozesse zum mindesten gleiches 
Interesse. Wenn die Dynamik der intrazellularen Proteinspaltung 
eben erst Schritt fiir Schritt aufgedeckt zu werden beginnt, so ist 
es verstandlich, daB die Frage nach der [dentitdt der auf- und abbauenden 
Fermente verfriiht ist, und doch glauben wir, daB indirekte Hinweise 
auf eine solche Identitét bestehen. 

Es war ein groBes Verdienst von Daels und Delenze (4) und spiater 
von de Bruyne (5), gezeigt zu haben (letztere Arbeit ist bestimmt 
einer Nachpriifung wert), daB im Autolysat Ab- und Aufbau gewisser- 
maen gleichzeitig verlaufen. Soll dieser Befund nicht als Selbstzweck 
des Studiums postmortaler in vitro-Versuche betrachtet werden, 
sondern auf die in vivo-Prozesse Ausblicke eréffnen, dann erscheint 
uns dieses als Selbstverstaindlichkeit: ganz gewiB ist es, dap in der 
lebenden Zelle beide Prozesse verlaufen. Besondere Beachtung verdient 
aber eine zweite Arbeit desselben Autors (6), in der gezeigt werden konnte, 
daB embryonales Gewebe nicht nur starker autolysiert, sondern auch 
intensiver aufbaut; es soll gleich beim Ansetzen des Autolyseversuchs 
sich gleichzeitig und am Anfang eine Synthese offenbaren. Ent- 
nehmen wir aber diesen Versuchen, die, wie gesagt, was die Synthese 
anbetrifft, nachgepriift werden sollten, nur die Tatsache, daB embryonales 
Gewebe starker autolysiert als normales, und stellen dieser eine andere 
gegeniiber, namlich daB im Embryo Aufbauprozesse gegeniiber Abbau- 
prozessen gewaltig dominieren, so kommen wir zu folgendem SchluB8: 
Gewebe, die in vivo hauptsachlich oder ausschlieBlich assimilieren, 
zeigen auch eine erhéhte Spaltung beim desorganisierten und unge- 
hemmten AutolyseprozeB in vitro; Intensitaét des Ab- und Aufbaues 
in demselben Gewebe gehen parallel, und diese Tatsache laBt an eine 
Identitaét der beiden sie verursachenden Mechanismen denken. 


. £. Schlesinger (7) hat die Autolyseintensitét der Leber bei neu- 
geborenen Kaninchen und Kindern studiert und fand ebenfalls, dai 
die Leberautolyse bei der Geburt am starksten ist, nach 8 Tagen noch 
recht hoch liegt, um nach 2 Monaten die Erwachsenennorm zu erreichen. 
Allerdings liegen diese Versuche 25 Jahre zuriick und weisen ziemliche 
Versuchsmingel auf. 

Die entsprechenden Ergebnisse sind auch nicht vom erwahnten 
Standpunkt gedeutet worden; wenn wir Anhaltspunkte dafiir suchen, 
daB der proteinauf- und -abbauende Mechanismus derselbe ist, so ist 
die Tatsache, daB ein Zellsaft oder ein Exkret oder ein empirisches 
Fermentpraparat nicht nur Eiwei8 spaltet, sondern unter Umstanden 
synthetisiert, wenig geeignet, diese Identitdt irgendwie zu stiitzen, viel- 
mehr dagegen ein paralleler Verlauf der assimilatorischen Intensitat 
in vivo und der dissimilatorischen Intensitat in vitro eines und desselben 
Zellverbandes. Mit der verfeinerten Methodik der Autolyseforschung 
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unternahmen wir eine Reihe von Versuchen an erwachsenen und 
jungen Tieren. 


Die Autolyseintensitét wurde in Pufferlésungen gemessen bei 
pu = 3,8 und 7,1, wie wir das 6fter friiher in Arbeiten aus unserem 
Laboratorium beschrieben hatten (diese Zeitschrift, daselbst Einzel- 
heiten einzusehen). Wir méchten gleich erwihnen, daB uns die Re- 
produktion der Versuche von E. Schlesinger (1. c.) miBlang. 


Der Stoffwechsel der Leber ist so intensiv und, wie es scheint, 
so enorm allen, auch den kleinsten, Einfliissen unterworfen, daB man 
bei dem Vergleich der Leberautolyse unter verschiedenen Bedingungen 
langst nicht immer eine klare Einsicht gewinnt. Anders das Muskel- 
gewebe, welches iiberhaupt immer eine sehr triage Autolyse aufweist 
und bei dem die individuelle Differenz von Versuch zu Versuch ganz un- 
bedeutend ist. So fanden wir bei neugeborenen Kaninchen aus einem 
Wurf sofort nach der Geburt und auch einige Tage spiter als Wert 
des ,,relativen Eiweibzerfalls‘‘ bei py = 3,8 18°, (!), was erwachsene 
und halberwachsene Tiere niemals aufweisen; der gréBte von uns je 
beobachtete entsprechende Wert war 11,5°,, sonst aber betrug er 
im Mittel 8 bis 9°,. 


Somit gestattet uns die Muskelautolyse ein klares Urteil iiber das 
so intensive autolytische Vermégen eines Gewebes, welches gleich- 
zeitig in vivo eine ausgesprochene Aufbautendenz besitzt. In einer 
zweiten Versuchsreihe wurden 7 g schwere Mause verarbeitet, und zwar 
immer aus einem Wurf und mehrere auf einmal. Wie in friiheren 
Versuchen (8), wurde der ganze Magen-Darmtraktus mit Pankreas, 
Blase und Milz entfernt (Tabelle I). 


Tabelle I. 














on EEE By ....¢ am EiweiBzerfall in 9/9 
— ‘cama a Bemerkungen 
Nr. mg Pu = 3,8 Pu = 7,1 
46 2,1 59,4 49,3 5 Tiere verarbeitet 
47 2,07 62,8 45,4 ei 4 
49 1,93 60,6 32,9 $4 . 
Mittelwert 2.03 60,9 426 
: | 2,53 48.6 39,6 | ‘ 
Kontrolle 192 55,2 99 °7 1 Tier 
Mittelwert 2,22 51,9 34,7 


In den nachfolgenden Tabellen sind Versuche an Ratten angefiihrt, 
wobei wieder nur Tiere aus demselben Wurf zum Vergleich gelangen. 
In diesem Falle wurde aber jede Ratte einzeln untersucht (Tabelle II, 
III und IV). 
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Tabelle Il. I 
Wachsende Tiere. I 
" r : 0o 
Protein-N Proteinzerfall in °/9 
: a pro 2cem Auf- actaiicaaen . V 
Nr. Gewicht schwemmung 
g meg Pu = 3,8 Pu 7,1 
1 35 1,72 39,7 17,1 
2 28 1,66 40,2 20,4 
3 50 2,09 47,8 27,8 8 
4 36 1,75 45,1 31,4 s 
5 60 2,37 41,3 22.3 l 
6 54 2/25 41.3 18.2 5 
Mittel : 1,97 42.6 22.9 6 
u 
Tabelle III. Z 


Wachsende Tiere, ein anderer Wurf. 





Protein-N 
pro 2cem Auf- 


Proteinzerfall in °/9 





Nr. Gewicht schwemmung - ee ‘ 
g meg pu = 3,8 pa = 7,1 
7 70 2,35 42,13 30,6 
8 70 2,41 41,5 27,8 
9 82 1,70 — 27,7 
10 84 1,62 50,6 30.9 
Mittel : 2.02 447 29.2 
Tabelle IV. 
Ausgewachsene Tiere. 
Protein-N Proteinzerfall in °/9 
; ache pro 2cem Auf- —_ a : eubeiboue * 
Nr. Gewicht schwemmung F 
g mg Pu = 3,8 Pu 7,1 
16 300 1,26 35,2 22,2 
17 250 2,03 25,4 10,2 
18 240 1,93 32,6 21,7 
Mittel : 1,74 31,0 18.0 


~ 


Wenn wir die Mittelwerte aller Versuche betrachten, so sehen 





wir, daB auch in diesem Falle eine entschieden intensivere Autolyse 


des Gesamtkérpers wachsender Tiere zu beobachten ist. 


Zusammenfassend kénnen wir sagen, daB in das vollkommene 
Dunkel der Frage iiber den Mechanismus und die regulierenden Krafte 
der intrazellularen Proteinsynthese die Tatsache des parallelen Verlaufs 
der Intensitét vitaler Zellproteinaufbauprozesse und der Intensitat 
autolytischer Spaltung in vitro einiges Licht bringt, im Sinne 
einer Identitat beider Mechanismen; diese indirekte Beweisfiihrung 
ist, ohne Anspruch erschépfend zu sein, iiberzeugender als der direkte 
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Beweis einer Synthese héherer Komplexe aus Aminosauren oder 
Polypeptiden durch ein empirisches Mischpriparat (Pepsin, Trypsin) 
oder Gewebsextrakt, die ja auch voneinander unabhangige aufbauende 
wie abbauende ,,Fermente“ enthalten kénnen. 
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Uber die sistoproteolytische Wirkung des Serumalbumins. 


Von 


L. Utkin-Ljubowzow. 


(Aus der Abteilung fiir experimentelle Pathologie und Pharmakologie des 
Staatlichen chemo-pharmazeutischen Forschungsinstituts Moskau.) 


(Eingegangen am 7. Februar 1930.) 
Mit 12 Abbildungen im Text. 


Nachdem die Versuche einiger Forscher, die sistoproteolytische 
(antitryptische) Wirkung des Blutserums durch Anwesenheit eines 
bestimmten K6rpers zu erkléren, miBlungen waren, wurde eine andere, 
sozusagen physikalische Erklirung fiir diese Erscheinung herangezogen. 
Die Vertreter dieser zweiten Theorie! schrieben dem genuinen Serum- 
albumin die Eigenschaft zu, die Wirkung von proteolytischen Fermenten 
zu verzogern, was sie durch hohe Dispersitaét und Hydratation dieses 
Stoffes erkliarten. Diese Hypothese schien sehr einleuchtend zu sein, 
doch konnte sie nicht fiir alle Falle gelten. Abgesehen davon, dab diese 
Hypothese keine Erklirung dafiir gab, wie der hohe Dispersitats- 
und Hydratationsgrad nicht nur das Albumin selbst vor einer Spaltung 
durch proteolytische Fermente schiitzt, sondern auch das Albumin 
dazu befahigen soll, das Ferment zu binden und seine Wirkung in hohem 
MaBe zu verringern, erscheint es durch diese Theorie unméglich, die 
Abwesenheit der erwahnten Wirkungen des Albumins gegeniiber den in 
saurem Milieu arbeitenden Proteasen zu erklaren. 

Es ist wohl bekannt, daB die Wirkung des Pepsins und auch der Organ- 
pepsinasen durch Albumin nicht nur ungehemmt bleibt, sondern dal 
Albumin selbst gespalten wird, und doch bleiben Dispersitat und Hydratation 
des Albumins auch in diesem Falle in sehr hohem Grade _ bestehen. 
Die von Bradley? vorgeschlagene Hypothese stellt einen Ausweg aus 
diesem unbequemen Zustande dar. Bradley hat auf Grund seine! 
Forschungen angenommen, da8 der gréBte Teil der echten Proteasen nu 
die positiv geladenen Proteine anzugreifen imstande ist; das negativ ge- 


1 Siehe die Literatur bei Schierge, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 82, 142. 
2 Hertzmann und Bradley, Journ. of biol. Chem. 61, 275, 1924. 
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ladene Eiwei8 wird von Proteasen nicht angegriffen, bewahrt aber seine 
higenschaft, das Ferment zu binden. Von diesem Standpunkt aus wird 
in einem Gemisch von zwei Proteinen, die verschiedene Ladungen tragen, 
nur das positiv geladene vom Ferment angegriffen, das andere bleibt intakt, 
bindet aber einen Teil des Ferments und verringert die Wirkung des letzten 
auf das positiv geladene EiweiB. Die interessante Hypothese von Bradley 
kann zur Erklarung solcher Erscheinungen angewandt werden, bei denen die 
friiher beschriebene Auffassung der sistoproteolytischen Wirkung nicht 
anwendbar ist (Pepsinasewirkung). Doch hat sie auch bemerkbare Mangel: 
z. B. wissen wir ganz bestimmt, daB die Pankreastryptase, die in alkalischem 
Milieu ihre gréBte Aktivitat zeigt, hauptsiachlich negativ geladenes Protein 
angreift, und wenn sie auch in ihrer Wirkung durch Serumalbumin am 
meisten gehemmt wird, so greift sie doch andere Proteine sehr energisch 
an. Somit kann die Hypothese von Bradley bei dem gegenwirtigen Stande 
unserer Kenntnisse tiber die Wirkungsweise der proteolytischen Fermente 
nicht ohne weiteres angenommen werden. Jedoch stellt sie jetzt eine aller- 
best begriindete Ansicht tiber die Natur der sistoproteolytischen Wirkung 
des Blutalbumins dar; davon ausgehend, habe ich die vorliegende Arbeit 
unternommen, um die von Bradley beim Studium der Organproteasen 
erhaltenen Resultate auch an anderem Fermentmaterial zu priifen. 


Nachdem ich in meinen Untersuchungen iiber die ,,antitryptische“ 
Wirkung des Serums! die EiweiBnatur des sogenannten ,,Antitrypsins‘ 
anzuzweifeln geneigt war, da es mir gelang, eine scheinbare Trennung 
der aktiven Substanz vom Serumprotein durchzufiihren, habe ich 
versucht, diese Trennung auch in gréBerem MaBstabe zu verwirklichen. 
Die Versuche wurden mit Aluminiumhydroxyd (C, nach Willstdtter 
dargestellt) und kolloidalem Eisenhydroxyd als Absorbenten und mit 
verschiedenen Eluenten ausgefiihrt und gaben vollstindig negative 
Resultate: dort, wo eine ,,antitryptische Wirkung offenbart werden 
konnte, wurde immer auch Protein gefunden, und umgekehrt, wo die 
Abwesenheit von Protein festgestellt wurde, konnte auch keine 
,antitryptische‘’ Wirkung beobachtet werden. Der Widerspruch 
dieser Ergebnisse mit den von mir friiher erhaltenen konnte nur dadurch 
erklart werden, dafB ich in meiner friiheren Arbeit die Versuche mit 
kleineren Quantitaten der Albuminlésungen angestellt und zu wenig 
Substanz zur Analyse genommen habe; da aber die Wirkung des 
,Antitrypsins“ sich dessen Quantitaét bzw. Konzentration in keiner 
Weise proportional erwies, wie speziell angesetzte Versuche gezeigt 
hatten, so habe ich einen unrichtigen SchluB iiber die Méglichkeit 
einer Trennung des _ ,,Antitrypsins‘’ von Serumproteinen gezogen. 


Wenn ich somit den Grund, die EiweiBnatur des Antitrypsins 
oder besser des sistoproteolytischen Faktors des Blutserums zu ver- 
neinen, verloren habe, so wurde ich vor die Frage gestellt: mit was 
fiir einem Protein des Blutserums ist dessen sistoproteolytische Wirkung 


1 Diese Zeitschr. 194, 292, 1928. 
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verkniipft. Wir haben keinen Mangel an Arbeiten, welche der Lésuiy 
gerade dieser Frage gewidmet sind, leider ohne faBbaren Erfolg. I's 
ist iiberfliissig, hier eine gréBere Ubersicht dieser Arbeiten zu geben', 
es mag geniigen, darauf hinzuweisen, daB keinerlei Ubereinstimmung 
in den Ergebnissen vorliegt. Wahrend einige Forscher behaupten, dai) 
das ,,Antitrypsin‘’ nur an die Albuminfraktion gebunden ist, zeigen 
andere, dafs auch die Globulinfraktion der Serumproteine ,,anti- 
tryptische’*’ Wirkung aufweist. Vom Standpunkt der Hypothese 
von Bradley miiBte man sagen, daB beide Fraktionen eine sisto- 
proteolytische Wirkung haben kénnen.  Selbstverstandlich verdient 
das Albumin in dieser Hinsicht ein gréBeres Interesse, da es durch einige 
seiner Eigenschaften (s.oben) in der Reihe der Proteine eine be- 
sondere Stelle einnimmt. 


In der vorliegenden Arbeit werden Versuche beschrieben, welche 
ich angestellt habe, um die Anwendbarkeit der Bradleyschen Hypothese 
fiir die Erklarung der sistoproteolytischen Wirkung des Blutserums 
zu priifen. Die erste Aufgabe, welche ich mir stellte, war das Studium 
der sistoproteolytischen Wirkung von Serumalbumin bei verschiedenen 
Wasserstoffionenkonzentrationen des Mediums, um die Einwirkung 
der Albuminladung auf dessen proteolysehemmende Eigenschaften 
aufzuklaren. 


Die Versuche wurden auf die iibliche Weise angestellt, und zwar habe 
ich fast immer zwei Reihen Erlenmeyerkolben genommen; von diesen 
enthielt jeder Kolben der einen Reihe Puffer-, Ferment- und Substrat- 
lésungen, der zweiten dieselben Lésungen und noch gleiche Volumina 
einer Lésung von Serumalbumin. Als Pufferlésungen dienten Phosphat- 
gemische, Acetatgemische und die Gemische einer m/15 Lésung von 
sekundirem Natriumphosphat mit einer n/10 Lésung von Essigséiure. Der 
gréBte Teil der Versuche wurde mit Casein als Substrat ausgefiihrt, doch 
habe ich auch Edestin und Gelatine angewandt. Caseinlésungen wurden aut 
dieselbe Weise bereitet, wie es ih meinen friiheren Arbeiten beschrieben i-t. 
Was die Albuminlésung anbetrifft, so wurde sie folgendermaBen dargestellt : 
Serumalbumin (Handelspriparet Albuminum e sanguine) wird in einem 
Morser zerrieben, 1 g der zerriebenen Masse abgewogen, mit 100 cem Wasse1 
iibergossen, unter Umriihren auf 37° erwarmt und fiir 30 Minuten in einen 
Thermostaten gestellt. Die triibe Lésung wird zwecks Entfernung des 
anwesenden denaturierten Albumins mit n HCl vorsichtig angeséuert und 
der entstandene weiBe Niederschlag abfiltriert. Das klare Filtrat wird 
jetzt in ein Kollodiumséckchen gefiillt und in diesem wahrend 24 Stunden 
gegen flieBendes, destilliertes Wasser dialysiert. Die dialysierte Lésung 
wird von dem entstandenen Globulinniederschlag abfiltriert und unte! 
Toluolzusatz gut verkorkt aufbewahrt. 

Die Versuchskolben wurden nach Hinzufiigen einiger Tropfen Toluol 
verkorkt und fiir etwa 20 bis 24 Stunden in einen Thermostaten bei 37° 


1 Siehe die Ubersicht in Oppenheimers ,,Die Fermente und _ ihre 
Wirkung“, S. 1089, 1925. 
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vestellt. Nach Ablauf der Frist wurden sie herausgenommen, und aus 
jedem Kolben gelangten je 2ccm der Lésung zur elektrometrischen Be- 
stimmung der Wasserstoffzahl. Die restierende Lésung wurde zur Be 
stimmung des Proteolysegrades weiter bearbeitet. Im gréBten Teile 
der Versuche habe ich die in unserem Laboratorium iibliche Art der Rest- 
stickstoffbestimmung nach der Kjeldahl-Halbmikromethode angewandt, 
wozu die Versuchslésung zuerst mit kolloidalem Eisenhydroxyd enteiweiBt 
wurde. Spiater habe ich auch die von Kober vorgeschlagene jodometrische 
Kupfermethode der Bestimmung von Aminosiuren anzuwenden versucht 
und sehr befriedigende Resultate bekommen. Im weiteren wird bei der 
Beschreibung jeden Versuchs vermerkt, welche Methode bei dem ent- 
sprechenden Versuch angewandt wurde. 


Versuche mit Trypsin. 


Schon bei den ersten Versuchen mit Trypsin stieB ich auf ein 
Hindernis, welches die Anwendung von Trypsin fiir die Lésung der 
von mir gestellten Aufgabe fast ginzlich ausschloB. Wie man aus 
der oben angefihrten Beschreibung der Bradleyschen Hypothese 
sehen kann, bietet eine Untersuchung der sistoproteolytischen Wirkung 
des Albumins das gr6Bte Interesse in demjenigen Bereich der Wasser- 
stoffionenkonzentration, welcher einer Umladung des Albumins ent- 
spricht. Da der isoelektrische Punkt des Albumins bei einem py von 
etwa 5 liegt, so schien es mir am geeignetsten, seine sistoproteolytische 
Wirkung in dem Bereich von py = 6 bis 4 zu studieren. Leider ver- 
liert das Trypsin seine Aktivitét bei einem pq von etwa 5 fast voll- 
standig, wie es von Northrop’ gezeigt und in meinen Versuchen auch 
beobachtet wurde. Infolgedessen verlieren die Versuche mit Trypsin 
an Bedeutung, da die Werte der Verdauung mit der Annaherung an die 
fiir uns interessantesten Wasserstoffionenkonzentrationen zu _ gering 
werden, um aus ihrem Vergleich einen bestimmten SchluB zu ziehen. 

Fiir die Versuche wurde das Trypsin von Kahlbauwm (in Blaittchen) 
verwendet. Es wurde eine 20°%.ige wisserige Lésung hergestellt und mit 
dem gleichen Volumen Glycerin vermischt. Durch Verdiinnen ‘mit Wasser 
konnte man eine Lésung beliebiger Konzentration erhalten. Da die Versuche 
langere Zeit (18 bis 24 Stunden) dauerten, so habe ich mit ziemlich ver- 
diinnten Lésungen von Trypsin (1: 1000 bis 1: 2000) gearbeitet. 

Entsprechend dem geringen Gehalt der Versuchsgemische an Trypsin 
und der stark ausgesprochenen hemmenden Wirkung des Albumins muBte 
man das letztere in ziemlich verdiinnten Lésungen verwenden. Gewdhnlich 
habe ich die auf die oben beschriebene Weise dargestellten Lésungen, welche 
0,4 bis 0,5 mg N, also 2,5 bis 3,0mg Albumin in I] cem enthielten, mit 
Wasser im Verhiltnis 1 : 20 bis 1: 30 verdiinnt. Die Anwendung stark ver- 
dinnter Albuminlésungen ist noch deswegen notwendig, weil die hemmende 
Wirkung von Albumin seiner Konzentration im Versuchsgemisch gar nicht 
proportional ist, sondern mit der Konzentrationserhéhung verhaltnismaBig 
abnimmt, wie ich in speziell aufgestellten Versuchen beobachten konnte, 


1 Journ. of gen. Physiol. 5, 263, 1922. 
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was mit der von Hedin' ausgesprochenen Annahme einer Adsorptionsnat i: 
der Bindung zwischen Trypsin und ,,Antitrypsin“ zusammenfallt. 


Bei der Beschreibung der unten angefiihrten Versuche war ich 
bestrebt, die Resultate graphisch darzustellen. Die graphische Form 
ist zum Ausdruck der Resultate solcher Versuche besonders geeignet, 
welche aus zwei miteinander zum Vergleich gebrachten Reihen bestehen. 


Versuch 1. Zwei Reihen, jede aus fiinf Kolben bestehend. Jeder Kolben 
der Reihe A enthalt 4cem n/10 Acetatpuffergemisch, 1 cem Trypsinlésung 
1: 2000, leem Wasser und 2ccm 1 %ige Caseinlésung; die Kolben de: 
Reihe B enthalten statt Wasser je 1 ccm Albuminlésung 1: 30. Versuchs- 
dauer 46 Stunden. Anfangsreststickstoff 0,12 mg. 





1 2 ee Ee. ~~ § 

Reihe A. pa elektrometrisch ...... 6,07 | 5,80 | 5387 5,07 4,76 
Rest-N, me ......... || 1,82 | 1,02 | 0,46 | 0,29 | 0,25 
Rest-N-Zuwachs, mg... .. 120 090 O34 O17 O18 

Reihe B. px elektrometrisch . . .... 6,02 5,74 5,36 5,05 4,76 
Rest-N, mg ......... | 0,85 | 065 0,40 | 0,22 | 0,17 
Rest-N-Zuwachs, mg ..... 0,78 0538 O28 | 010 | 0.05 


Versuch 2. Im allgemeinen wie Versuch | angesetzt. Albuminlésung 
1:15. Versuchsdauer 21 Stunden. Abb. 1. 





1 2 3 4 5 

Reihe A. py elektrometrisch . .. . . . 6,10 | 5,75 | 548 5,18 | 4,86 
Rest-N-Zuwachs, mg... . . 9,79 | 058 | 030 015 | 0,08 

Reihe B. px elektrometrisch . 6,21 5,80 | 549 | 518 | 4,86 
Rest-N-Zuwschs, mg . 048 O82 O13 008 010 





Betrachten wir die Abbildung, welche die 
Resultate des zweiten Versuchs graphisch dar- 
stellt, so bemerken wir, daB die Kurven eine 
Konvergenz entsprechend der Naherung an den 
isoelektrischen Punkt des Albumins zeigen. Wenn 
man aber die Zahlen, welche die Wirkung des 
Ferments ausdriicken, in Betracht zieht, so be- 
merkt man, daBs aus diesen Versuchen keine 
bestimmten Schliisse itiber die Beeinflussung der 
ln sistoproteolytischen Wirkung durch die Reaktion 
des Milieus zu ziehen sind. 




















Abb. 1. 


Versuch 3, in dem Gelatine als Substrat angewandt wurde, bestatit 
die Ergebnisse der oben angefiihrten Versuche ganz deutlich. 


1 Zeitschr. f. phys. Chem. 52, 412; 57, 468. 
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atur Versuch 3. Reihe A, aus sechs Kolben bestehend, enthalt je 4ccm 
Phosphat-Essigséure-Puffergemisch, je l1ccm Wasser, je leem Trypsin- 
lésung 1:800 und je 4cem 2,5°%iger Gelatinelésung; Reihe B enthalt 








ich statt Wasser je leem Albuminlésung 1:20. Versuchsdauer 23 Stunden. 

‘orm Verarbeitung nach Kober. Abb. 2. 

met, 

hen. 1 2 3 4 5 6 
Reihe A. py elektrometrisch . . 6,96 630 569 512 4,87 4,57 

_— Loslicher N, mg . . . 0,88 0,80 , 048 | 0,31 0.24 0,17 

wien Reihe B. pq elektrometrisch . . || 6,98 | 6,81 | 5,64 | 5,14 | 4,86 | 4,54 

Sead Loslicher N, mg ... | 0.61 0,55 | 0,32 | 0.23 | 0,19 0,17 

ae Hier tritt die Konvergenz beider Kurven 

4 mit der Annaiherung an den isoelektrischen Punkt 

4.76 des Albumins ziemlich deutlich hervor. Da aber 

0,25 auch in diesem Versuch das Auftreten der uns 

0,13 interessierenden Erscheinung mit dem Aktivitats- 

4,76 minimum des Trypsins zusammenfiallt, so schien 

ol es mir unumganglich, solche Versuchsbedingungen 

. zu finden, bei welchen die Abschwachung der 

—— sistoproteolytischen Wirkung des Albumins mit 














dessen Ladungsveranderung ungestért beobachtet 

——— werden konnte. Selbstverstaindlich wurde die An- 
5 wendung des Trypsins fiir solche Versuche ausgeschlossen, und ich 
habe als Ferment Hefeprotease gewahlt, die in dem fiir uns ndétigen 


Abb. 2. 


4,86 , : : ge 
0.08 Bereich der Wasserstoffionenkonzentration sehr aktiv ist und durch 
4.86 Serum ziemlich stark gehemmt wird!. 
0,10 : 
Versuche mit Hefeprotease. 
e die Zuerst wurde ganz einfach die Einwirkung des Albumins auf 
dar- 9 die Hefeautolyse beobachtet. 
eine 
on Versuch 4. 2g Trockenhefe werden in 80 ccm Wasser unter starkem 


‘ Schiitteln aufgeschwemmt. Zwei Reihen, jede aus acht Kolben be- 
Wenn stehend. Reihe A enthalt je 5cem Phosphat-Essigsiure-Puffermischung, 





g des je leem Wasser und je 4ccm Aufschwemmung; Reihe B bekommt statt 

‘o be- Wasser Albuminlésung 1:2. Versuchsdauer 20 Stunden. Verarbeitung 

Laine nach Kober. Abb. 3. 

g der ; crak: pes . 

uktion e 2 3 4 5 | 6 7 8 
Reihe A. Py elektrometrisch . | 6,93 6,51 6,20 | 5,58 | 5,23 4,61 4,01 3,63 

Lésl. N-Zuwachs,mg | 2,33 , 2,55 2,59 2,46 2,22 1,63 0,95 0,48 
statigzt 





Reihe B. py elektrometrisch , | 6.93 | 6,51 6,20 | 5.59 | 5.23 | 4.61 | 4,02 3,65 
Lsl. N-Zuwachs,mg 224/240 245 228/207 161 0.94 0.66 


1 Kammerer und Mogulesko, Zeitschr. f. Immun. 12, 16, 1911. 
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Das Verschwinden der sistoproteolytischen Wirkung von Albumin 
beim Uberschreiten eines bestimmten Sauregrades tritt in diesem Ver- 
such deutlich hervor. Leider zeigte hier das Albumin nur eine gerinve 
hemmende Wirkung auf die Hefeautolyse. 
wahrend in anderen Versuchen, bei denen 
die Hefeprotease auf ein fremdes Protein 
wirkte, die Hemmung viel starker ausgeprict 
war, wie die weiter angefiihrten Versuche 
zeigen werden. 





Um eine Hefeproteaselésung darzustellen, 
wurden 5g Trockenhefe mit 100cem Wasse: 
iibergossen, vermischt und in einen Thermo- 
staten fiir 1 Stunde gestellt; jetzt wird die 
Hauptmasse der Eiwei8stoffe durch vorsich- 
tiges Zutropfen von n HCl oder durch Hin. 
zufiigen einiger Kubikzentimeter von n Acetat- 
gemisch (py = 4,7) koaguliert und abfiltriert. 
Das klare Filtrat wird dann in einem 
Kollodiumsackchen 24 Stunden gegen flieBen- 
des, mit Chloroform geséttigtes Wasser dialy- 
siert; bei der Dialyse entsteht ein Nieder- 
schlag, welcher abfiltriert wird; Aufbewahrung 
im Eisschrank unter Toluolzusatz. 























Die Versuche wurden mit Casein, Edestin und Gelatine als 
Substraten durchgefiibrt. 


Versuch 5. Zehn Kolben in zwei Reihen geteilt. Reihe A enthilt je 
4ccem Acetatpuffer, je 1 cem Wasser, je 1 com Fermentlésung und je 2 ccm 
Caseinlésung; Reihe B bekommt statt Wasser je 1 cem einer unverdiinnten 
Albuminlésung. Versuchsdauer 72 Stunden. Verarbeitung nach Kieldah/ 


(Mikro). * 





Reihe A. Px elektrometrisch . . 5,82 5,73 5,36 5,08 4,77 
Rest-N-Zuwachs, mg . 0,30 0,29 0,22 0,18 0,15 


5,34 5,06 4,76 


Reihe B. px elektrometrisch . . 5,93 7 
5 | 0,07 0,06 0,09 


5 
Rest-N-Zuwachs, mg . 0,13 0, 


Versuch 6. Gleich dem Versuch 5 angesetzt. Versuchsdauer 43 Stunden. 
Mikrokjeldahl. Abb. 4. 





no 
ae 
oe 


1 


Reihe A. py elektrometrisch . . | 5,76 5,35 5,03 4,72 4.44 


Rest-N-Zuwachs, mg . 0.38 028 | 025 | 015 | O11 
Reihe B. pu elektrometrisch . . || 5,79 5,38 | 5,04 | 4,75 | 4,44 


Rest-N-Zuwachs, mg . | 0,14 0,11 0,07 0,08 0,08 
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Versuch 7. Wie die Versuche 5 und 6 angesetzt, aber die Albumin- 
\osung mit gleichem Volumen Wasser verdiinnt. Mikrokjeldahl. Versuchs- 
lauer 66 Stunden. Abb. 5. 





1 2 3 4 5 

Rethe A. py elektrometrisch . . 5,27 5,03 4,73 4,42 4,11 
Rest-N-Zuwachs, mg . 0,82 0,80 0.67 0,29 0,14 

Reihe B. py elektrometrisch . . 5,29 5,05 4,74 4,41 4,10 
Rest-N-Zuwachs, mg . 0,45 0,39 0,31 0,27 0,16 















































ns F6 Clee 
Abb. 4. 





In den angefiihrten drei Versuchen wurde eine ziemlich starke 
hemmende Wirkung des Albumins auf die Hefeprotease beobachtet. 
Weiter kann man bemerken, wie die Abbildungen zeigen, da8 eine 
deutliche Konvergenz beider Zahlenreihen vorliegt, wenn der Saiuregrad 
des Reaktionsgemisches eine bestimmte Grenze iiberschreitet. 

Dasselbe wird auch in den Versuchen 9 und 10, bei welchen Edestin 
als Substrat genommen wurde, beobachtet. 


Versuch 8. 1%ige Edestinlésung wurde folgendermaBen dargestellt : 
lg Edestin (Merck) wird in einer Reibschale mit etwas Wasser gut an- 


mgW 
2 























Abb. 6. 
Biochemische Zeitschrift Band 220. 10 
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gerieben, in einen Kolben mit Wasser gespiilt, 1ccm n Salzséure zu- 
gegeben und bis zum vollstandigen Auflésen erwairmt. Jetzt wird Natron- 
lauge bis zum Auftreten einer Opaleszenz unter Umschiitteln vorsichtig 
zugegeben und die Lésung auf 100 ccm mit Wasser verdiinnt. 

Reihe A, aus vier Kolben bestehend, enthalt je 8ccm Acetatpuffer, 
je 4ccm Wasser, je 3ccm Fermentlésung und je 5cem Edestinlésung; 
Reihe B bekommt Albuminlésung statt Wasser. Versuchsdauer 45 Stunden. 
Verarbeitung durch Mikrokjeldahl. Abb. 6 





ee Stee 3 4 
Reihe A. px elektrometrisch . . . .. . 5,68 5,13 4,66 4,15 
Rest-N-Zuwachs, mg. ... . 1,68 1,82 1,63 0,79 
Reihe B. py elektrometrisch. .... . 5,63 5,13 4,68 4,17 
Rest-N-Zuwachs, mg ..... 0,70 0,79 0,89 0,61 


Versuch 9. Dieselbe Versuchsanordnung. Versuchsdauer 66 Stunden. 
Mikrokjeldahl. 





1 2 3 4 
Reihe A. py elektrometrisch . 5,53 5,11 4,63 4,13 
Rest-N-Zuwachs, mg . 2,08 | 2,84 3,36 2,28 

Reihe B. pq elektrometrisch . . .... | 5,80 | 5,20 | 4,73 4,21 
Rest-N-Zuwachs, mg . 0,76 | 0,95 1,28 1,88 


Zwei Versuche, 10 und 11, die mit Gelatine angesetzt wurden, 
bestatigten die mit Casein und Edestin erhaltenen Resultate. 


Versuch 10. 14 Kolben in zwei Reihen geteilt. Reihe A enthalt ein 
Reaktionsgemisch, das aus folgenden Ingredienzien besteht : 4ccm Phosphat - 
Essigsiurepuffergemisch, 1cem Wasser, 1cem Fermentlésung und 4ccm 
einer 2%igen Gelatinelésung; Reihe B erhalt Albuminlésung 1: 2 stati 
Wasser. Versuchsdauer 42 Stunden. Verarbeitung nach Kober. Abb. 7. 
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1 2 2 = 5 6 7 


Reihe A. pu  lekivometelech . is 6,82 6,63 6,23 5,61 5,16 


4,74 4,33 

Léslicher N-Zuwachs, mg . 0,85 1,02 1,11 | 0,89 0,70 | 0,54 0,32 

Reihe B. px elektrometrisch . . . 6,88 6,68 6,22 | 5,63 5,15 | 4,74 4,28 
Léslicher N-Zuwachs, mg . 0,43 040 040)| — 0,46 | 0,37 0,23 


Versuch 11. Gleich dem Versuch 10, aber mit Acetat puffer und Albumin- 
verdiinnung 1:3 angesetzt. Versuchsdauer 44 Stunden. Verarbeitung 
nach Kober. Abb. 8 





2 3 4 5 6 


1 
Reihe A. dated. “a 5,68 540 515 485 449 | 4,20 
Léslicher N-Zuwachs, mg . 1,22 | 1,08 | 0,93 0,78 | 9.49 | 0,38 
Reihe B. py elektrometrisch. . . 5.90 5,39 | 513 4,81 | 4,50 4,21 
Léslicher N-Zuwachs, mg . 0,62 0,63 | 0.57 | 0,49 | 0,54 0,42 


In allen diesen Versuchen mit Hefeprotease ist die Tatsache be- 
merkenswert, daB in Gegenwart von Albumin mit seinen sisto- 
proteolytischen Eigenschaften die py-Aktivitaétskurven der Protease 
stark deformiert werden. Ware der hemmende Effekt des Albumins 
von der Reaktion des Mediums unabhangig, so hitten wir keine so 
starke Deformation. Wir finden scharf ausgeprigte Optimum- 
verschiebungen, welche jedoch von Versuch zu Versuch¥ wechseln, 
was durch den kolloidalen Charakter der reagierenden Stoffe erklart 
werden kann. 


Was die Versuche mit Trypsin nicht imstande waren zu zeigen, 
laBt sich aus den angefiihrten Versuchen mit Hefeprotease deutlich 
ersehen: nahert sivh die Reaktion des Mediums dem isoelektrischen 
Punkte des Albumins, so wird die sistoproteolytische Wirkung desselben 
allméhlich verminilert, um beim Uberschreiten dieser Reaktion weiter zu 
fallen und den Nullwert zu erreichen. 


Versuche mit entladenem Albumin. 


Um die Beziehungen zwischen der Albuminladung und seiner 
sistoproteolytischen Wirkung speziell auf Trypsin zu kliren, habe 
ich versucht, die Entladung des Albumins durch unmittelbare Ein- 
wirkung von einem positiv geladenen Kolloid durchzufiihren. Es 
wurde kolloidales Eisenhydroxyd angewandt. Da ich in meiner vorigen 
Abhandlung zeigen konnte, daB das Eisenhydroxyd das sistoproteo- 
lytisch wirkende Agens der Albuminlésung zu binden imstande ist, 
um es in einem alkalischen und besonders Phosphationen enthaltenden 
Milieu wieder in wirkungsfahigem Zustande an die Lésung abzugeben, 
so habe ich die weiterhin beschriebenen Versuche bei einer Reaktion, 


10* 
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die einem py = 6 entspricht, durchgefiihrt und die Anwendung von 
Phosphatpuffer vermieden. 


Versuch 12. Zehn Kolben in zwei Reihen geteilt. Reihe A enthalt 
wachsende Mengen einer 1 %igen Lésung von kolloidalem Eisenhydroxyd, 
je 3ccm Acetatpuffer, je 1ccm Wasser, je 1cem Trypsinlésung 1 : 2000 
und je 2 cem einer 1 %igen Caseinlésung. Reihe B bekommt je 1 ccm einer 
Albuminlésung 1: 15. Die Ingredienzien des Gemisches wurden in folgende1 
Reihenfolge eingetragen: 1. Eisenhydroxydlésung, 2. Albuminlésung, und 
nach 15 Minuten langem Stehen die anderen Lésungen. Versuchsdauer 
21 Stunden. Verarbeitung durch Mikrokjeldahl. Abb. 9. 
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1%ige Lésung von koll. Fe(OH)s, cem. . 0 | 0,125; 0,25 | 0,5 1,0 
Reihe A. Rest-N-Zuwachs,mg .... . 0,51 | 047 043 | 0,36 0,23 
Pu elektrometrisch . . ..°. . 5,90 | — 5,88 — 5,81 
! } 
Reihe B. Rest-N-Zuwachs, mg .... . 0,22 | 0,28 0,28 | 0,24 | 0,22 
pu elektrometrisch . . . . .. | 5,91 | — 5,90 | — 5,82 
mgN 
a6 T T 
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Abb. 9. Abb. 10. 


Versuch 13. Wie Versuch 12. Versuchsdauer 20 Stunden. Abb. 10. 





ae | 


1 2 | 3 4 5 
—————s — — ——a = — oe et a —ao a = * — 
1%ige Lésung von koll. Fe(OH)3,cem. . 0 0,125 0,25 | 05 1,0 
Reihe A. Rest-N-Zuwachs, mg ..... | 0,77 | 0,63 | 0,54 | 0,45 0,36 
pu elektrometrisch . . . . . . || 6,16 | — — — | 615 


Reihe B. Rest-N-Zuwachs, mg .... . | 0,34 | 0,41 | 0,34 | 0,36 | 0,36 
Pu elektrometrisch ...... 618 | — - 


—_ 6,24 
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Versuch 14. Zwei Reihen von je fiinf Kolben. Reihe A enthilt je 
lecem Fe(OH),-Lésung von wachsender Konzentration, je 3ccm Trypsin- 
lésung 1: 1000 und je 5ccm einer 1 °%igen Caseinlésung in einer 0,05 n 
Natriumacetatlésung. Reihe B alle erwahnten Ingredienzien und auBerdem 
je leem Albuminlésung 1:10. Die FEinzelheiten der Anordnung wie im 
Versuch 12. Abb. 11. 





1 2 3 4 5 
1%ige Lésung von koll. Fe(OH)3, cem. . 0 0,125 0,25 | 05 1,0 
Reihe A. Léoslicher N-Zuwachs, mg. . . | 0,75 = 0,74 0,70 0,67 | 0,64 
Reihe B. - ‘ »n «+ || 0,46 (049 | 0,52 | 0,57 | 0,60 


Aus diesen drei Versuchen ist zu er-  p”gy 
sehen, daB kolloidales Eisenhydroxyd die “ 
Trypsintatigkeit hemmt, und zwar wachst 
der Hemmungsgrad mit der Eisenhydroxyd- 4% T : 
konzentration (Reihen A); in Gegenwart von BP ee om 
Albumin wird aber die Beeinflussung der 4 + + —— 
Trypsinwirkung durch kolloidales LEisen- 
hydroxyd stark verandert: es wird eine g2}-——~+—————+ 
kleine Steigerung der Kurve bei geringen 
Konzentrationen von kolloidalem Fe(OH), 2 a oo? 
beobachtet, weiter sinkt die Kurve etwas, ccm Fe(OH); 
aber nicht so steil wie die Kontrollkurve, Abb. 11. 
um spater mit der letzten zu konvergieren. 

Im Versuch 15 kann eine staindige Steigerung der Albuminkurve 
beobachtet werden, die Konvergenz bleibt auch hier bestehen. 














Auch Safranin, als positiv geladenes Kolloid angewandt, gibt 
ihnliche Resultate wie das Eisenhydroxyd, doch ist die Wirkung 
in diesem Falle nicht so scharf ausgesprochen. 


Versuch 15. 0,1 ° ige Safraninlésung; Albumin 1: 15; Trypsin 1 : 2000; 
1% Casein. Die Anordnung des Versuchs wie im Versuch 13. Acetatpuffer. 
Versuchsdauer 21 Stunden. Mikrokjeldahl. 





1 2 3 4 5 

0,1 %ige Safraninldsung, ccm ...... 0 | 0,125) 0,25 | 0,5 1,0 
Reihe A. Rest-N-Zuwachs, mg ..... 0,77 | 0,74 | 0,71 | 0,66 0,55 
Pu elektrometrisch . ..... 6,16 — 6,10 - 6,16 

Reihe B. Rest-N-Zuwachs, mg ..... | 045 042 041 040 | 0,40 
Pu elektrometrisch . ..... | 6,19 -- 6,18 _ 6,17 


Durch die Versuche 13, 14 und 15 kann es als bewiesen gelten, 
daB direkte Entladung des Albumins durch Einwirkung von entgegengesetzt 











a 
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geladenem Kolloid seine sistoproteolytischen Higenschaften vermindert ; 
also fihrt die Entladung zu demselben Resultat wie die Umladung 
des Albumins beim Uberschreiten seines isoelektrischen Punktes in- 
folge der Aziditit des Milieus. 


Versuche mit Acetonbehandlung. 


DaB genuines Serum, mit einem gewissen Volumen Aceton ver- 
mischt und dessen Einwirkung eine bestimmte Zeit hindurch unter- 
worfen, nach Entfernen des Acetons seine proteolytischen Eigenschaften 
deutlich aufweist, wurde von Yamakawa! und Mitarbeitern mit Bestimmt- 
heit bewiesen. Sie haben auch gezeigt, daB Aceton die sistoproteol ytischen 
Eigenschaften des Serums wie gegeniiber Trypsin, so auch gegen. 
iiber Hefeprotease zu vernichten imstande ist. Der unten angefiihrte 
Versuch 17 kann die Befunde Yamakawas vollkommen bestatigen. 


Versuch 16. In vier Erlenmeyerkolben werden je 2ccm einer un- 
verdiinnten Albuminlésung eingetragen. Kolben A diente als Kontrolle, 
Kolben B, C und D erhielten je 0,8 cem Aceton, wonach C und D in einen 
Thermostaten von 37° gestellt und B in einen Vakuumexsikkator gebracht 
und der Exsikkator 1 Stunde lang stark evakuiert wurde; dadurch wurde 
das Aceton aus der Lésung entfernt. Nach 30 Minuten wurde der Kolben ( 
aus dem Thermostaten herausgenommen, in Eiswasser abgekiihlt und 
das Aceton auf dieselbe Weise entfernt. Dasselbe wurde auch mit dem 
Kolben D nach 60 Minuten langem Verweilen im Thermostaten vor- 
genommen. Jeder Kolben bekam 18ccm Wasser, und mit den er- 
haltenen Albuminlésungen wurde der entsprechende Versuch angestellt. 
‘Trypsinlésung 1: 2000, Caseinlésung 2% ige in Boratpuffergemisch vom 
pa = 8,5. Versuchsdauer 21 Stunden. Verarbeitung nach Kober. Die 
Zahlen geber, den Zuwachs cles léslichen Stickstoffs. 





Albumin A | Albumin B Albumin C | Albumin D 


Kontrolle ohne Albumin .... . 1,96 196 | 1,96 1,96 


OSeem Albumin. . 3... 6 3 6s 1,78 1,77 1,96 1,96 
iD i tee ee ae ee 1,64 1,67 1,97 1,96 
_! ae . UE Se 22g ie ee es 1.46 1,53 1,96 1,96 


Man sieht, daB eine Albuminlésung, welche etwa 29 Vol.-°,, Aceton 
enthilt, ihre sistoproteolytischen Eigenschaften schon nach 30 Minuten 
bei einer Temperatur von 37° fast vollstaindig verliert, was mit den 
Befunden Yamakawas gut iibereinstimmt. 


1 Journ. of Exper. Med. 27, 689, 711, 1918 und mehrere Arbeiten in 
Tohoku Journ. of Exper. Med. 1 bis 7. 
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Es ist zweifellos, daB dieses rasche Verschwinden der sisto- 
proteolytischen Eigenschaften des Albumins mit seiner Denaturierung 
eng verknipft ist. In der Tat, haben wir die Albuminlésung mit Aceton, 
wie es oben gezeigt ist, vermischt, so entsteht eine Triibung, welche 
nach dem unmittelbar darauffolgenden Verjagen des Acetons im 
Vakuum wieder verschwindet; dabei bleibt auch die sistoproteolytische 
Wirkung des Albumins fast vollkommen bestehen. Wird aber das 
Gemisch eine Zeit stehengelassen, besonders bei einer maBig erhéhten 
Temperatur, so kann die Triibung nicht mehr nach dem Verjagen 
des Acetons zum Verschwinden gebracht werden; in diesem Falle 
gehen auch die sistoproteolytischen Eigenschaften des Albumins ver- 
loren. Vom Standpunkt der oben erwaihnten physikalisch-chemischen 
Hypothese haben wir es mit einer rein physikalischen Einwirkung 
des Acetons zu tun, die zur Verminderung des Dispersitits- bzw. 
Hydratationsgrades des Albumins fiihrt. Ohne den physikalisch- 
chemischen Charakter der Albuminverainderung zu bestreiten, miissen 
wir doch anerkennen, da in disem Falle eine unbekannte Erscheinung 
durch eine andere gleich unbekannte erklirt wird. In der Tat haben 
wir keinen Grund zu behaupten, daB die Verinderungen des physi- 
kalischen Zustandes des Proteins mit der inneren Anordnung seines 
Molekiils in keinerlei Zusammenhang stehen. Besondere Beachtung 
verdienen in dieser Beziehung die sogenannten ,,zweiten Haftgruppen* 
der mehrwertigen Aminoséuren, die auf der Stammpeptidkette frei 
sitzen kénnen und durch deren Attraktionsvermégen die Hydratation 
der Proteinmolekiile bedingt werden kann. Nach einer Ansicht 
von W.Grassmann' wird die Anlagerung an das Substrat der ,,eigent- 
lichen‘‘ Proteasen, die in der Mitte der Peptidkette aufzutreten scheint, 
gerade durch Anwesenheit solcher ,,zweiten Haftgruppen“ erméglicht. 
Durch Einwirken von Aceton oder Erhitzen kénnen diese Haftgruppen 
geschlossen werden, z. B. lactonartig, usw.; einerseits kann dadurch 
die Anzahl der Enzymanlagerungsstellen vermindert werden, anderer- 
seits aber werden vielleicht die ,,Hemmungsgruppen“ geschlossen 
(siehe die zitierte Abhandlung vonGrassmann), was zu einer erleichterten 
Spaltung des Proteins fiihren wiirde. Es wire verfriiht, die angefiihrte 
Ansicht der Willstdtterschen Schule der Bradleyschen Hypothese, 
welche mit dem elektrischen Zustande des Proteins verbunden ist, 
gegeniiberzustellen, da die erste nur fiir die Einwirkung der Prote- 
asen auf die verhaltnismaBig einfachen Polypeptide streng bewiesen 
ist. Doch glaube ich, daB die Lésung des Problems der Wirkungs- 
weise von sogenannten ,,echten Proteasen‘ nicht lange auf sich 
warten lassen wird. 


1 W. Grassmann, Ergebn. d. Physiol. 27, 1928. 
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L. Utkin-Ljubowzow: 


Als Anhang zum Versuch mit der Acetonbehandlung der Albumin- 
lésungen werden hier einige Versuche tiber die Einwirkung der Aceton- 
behandlung des Leberbreies auf dessen Autolyse angefiihrt. Wie 
bekannt, geht die Leberautolyse in neutralem und ganz schwach 
saurem Milieu nur sehr trige vor sich, erst von pq = 5 an beginnt 
die Intensitat der Autolyse zu wachsen, um bei py = 4 bis 3,8 ihr 


Maximum zu erreichen. 


Wird aber eine Leberaufschwemmung mit 


Aceton nach der von Yamakawa gegebenen Vorschrift behandelt, 
so verandert sich die Form der py-Aktivitatskurve merkbar, und zwar 
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liegt jetzt der Abschnitt der Kurve vom 
pu = 6 bis 4,5 héher als der entsprechende 
Abschnitt der Kontrollkurve, wahrend die 
Intensitét der Autolyse in saurem Milieu 
ziemlich stark verringert wird, was natiir- 
lich durch Schidigung des Enzyms infolge 
Acetoneinwirkung erklirt werden kann, da 
diese Verringerung der Autoproteolyse bei 
optimalen Reaktionsbedingungen mit der 
Steigerung der Acetonisierungstemperatur 
anwachst, wie die drei weiter unten ange- 
fihrten Versuche deutlich zeigen. Durch 
30 Minuten langes Einwirken von Aceton 
bei 35° wird das Enzym so stark geschadigt, 
daB die ganze Kurve, welche die Autolyse 
der behandelten Leber reprisentiert, weit 
unter der des Kontrollversuchs liegt, doch 
wird die Formainderung der Kurve auch in 
‘ diesem Falle beibehalten, und zwar tritt die 
GleichmaBigkeit des Anwachsens der Auto- 
lyseintensitaét im Gegensatz zum Kontroll- 
versuch deutlich hervor. 


Versuch 17. Es wurde eine 20% ige 
Hundeleberaufschwemmung dargestellt. 20 ccm 
der Aufschwemmung wurden in einem Kolben 
mit 8cem Aceton versetzt und fiir 30 Minuten 
in ein Wasserbad von 25° gestellt. Nach 
Ablauf der Frist wurde das Gemisch in eine 


flache Schale iibergefiihrt, die Schale in einen Exsikkator gebracht 
und 1 Stunde lang stark (15 bis 10mm) evakuiert; die von 
Aceton beinahe vollkommen befreite Fliissigkeit wurde mit Wasser 
auf 40ccm aufgefillt. Als Kontrolle dienten 20ccm der unbehandelten 
Aufschwemmung, die mit Wasser auf 40ccm aufgefiillt wurden. De: 
Versuch wurde mit je 5cem der Aufschwemmung und je 5cem 
Acetatpuffer angestellt. Versuchsdauer 45 Stunden. Verarbeitung nach 


Kober. Abb. 12 (I). 





Kon 
Lésl 


\cet 
Li rs] 


der 
46% 


Kont 
Lésl 


Acet 
Loésh 


Abb 


Kont 
Lésli 


Aceti 
Lésli 


in de 
Wei: 
das 

bess 
dure 
der 

muB 
diese 
die | 
von 








in- 
on- 
Vie 
ach 
ant 
ihr 
mit 
elt, 
war 
om 
nde 
die 
lieu 
lir- 
ge 
da 
bei 
der 
tur 
ge- 
rch 
ton 
igt, 
yse 
veit 
och 
. in 
die 
ito- 
‘oll- 


olge 
ccm 
ben 
iten 
ach 
pine 
cht 
von 
sse! 
lten 
De: 
ccm 
ach 





Sistoproteolytische Wirkung des Serumalbumins. 153 





9 « x . Vor de 
ptatelal es] |e 

Kontrollreihe py, elektrometrisch . 6,39 | 5,56 | 5,12 4,62 4,21 3,85 
Léslicher N, mg . . - . e - | 1,11 | 1,27 | 1,80 | 1,57 | 1,95 | 1,92) 0,85 

e N-Zuwachs, mg . « « « | 0,26 | 0,42 | 0,45 | 0,72 | 1,10 | 1,07 
Acetonreihe py, elektrometrisch . | 6,39 5,59 515 461 4,23 3,81 - 
Lislicher N, mg . . i <.e * haee  oe sae 1,78 1,87 1,68 0,85 

: N-Zuwachs, mg . . . « | 0,26 | 0,59 | 0,81 | 0,93 | 1,02 0838 — 


Versuch 18. Dem Versuch 17 ahnlich angesetzt, aber das Erwirmen 
der Aufschwemmung mit Aceton 30 Minuten bei 30°. Versuchsdauer 
46 Stunden. Abb. 12 (II). 





Vor dem 


9 ‘ . : 
' z s ‘ . 6 Versuch 


Kontrollreihe py, elektrometrisch . 6,00 5,53 5,04 4,55 4,13 3,47 


Lislicher N, mg ...... . . | 1,26! 1,81 | 1,48 | 1,74 | 2,08 |1,18| 0,98 
3 N-Zusatz, mg... . . | 0,28 0,383 0,45 0,76 1,05 | 0,20 

Acetonreihe pq, elektrometrisch . | 6,01 5,51 5,06 4,55 4,13 3,46 _— 

Léslicher N, mg ; . . . . 11,28 | 1,45 | 1,60 | 1,69 | 1,66 | 1,64! 0,98 
a N- Zuwach 18, mg . .. - | 0,30 0,47 0,62 0,71 | 0,68 | 0,06 ane 


Versuch 19. 30 Minuten bei 35° erwairmt. Versuchsdauer 45 Stunden. 
Abb. 12 (ITI). 





Vor dem 


Versuch 
Kontrollreihe py, elektrometrisch . | 6,80 | 5,61 5,11 4,61 4,16 338 — 
Léslicher N, mg . . vie oo Eh Raw] Let £7 | 188 8.97 1127) O08 
. N-Zuwachs, mg . . . - || 0,24 | 0,86 | 0,88 | 0,71 | 1,08 |0,28; — 
Acetonreihe py, elektrdmetrisch . | 6,39 | 5,55 5,08 4,57 | 4,12 | 3,33 — 
Léslicher N, mg ....... . || 0,98} 1,06 | 1,12 | 1,17 | 1,15 |0,89| 0,92 
" N-Zuwachs ..... . || 0,06| 0,14 | 0,20 0,25 | 0,23) 0 — 


Es ist selbstverstandlich, daB die Autolyseverstirkung, welche 
in den Versuchen 17 und 18 vom px 6 bis 4,5 beobachtet wird, in keiner 
Weise durch eine Aktivierung des Enzyms erklirt werden kann, da 
das Enzym durch Acetonbehandlung stark geschidigt wird. Viel 
besser wird die Verstérkung des autolytischen Prozesses sozusagen 
durch eine ,,Depassivierung des Substrats erklirt, welche als Folge 
der Denaturierung der Leberproteine mit Aceton angesehen werden 
muB. In Ubereinstimmung mit der Bradleyschen Hypothese tritt 
diese Erscheinung nur bei solcher Reaktion des Milieus ein, welcher 
die negative Ladung des Proteins entspricht, also fiir Leberproteine 
von pg = 4,5 an nach der alkalischen Seite hin. 








Ein Versuch zur Frage der Koprosterinbildung. 
Von 
H. Beumer und G. Bischoff. 
(Aus der Universitaéts-Kinderklinik in Géttingen.) 


(Eingegangen am 10. Februar 1930.) 


Das Cholesterin wird im menschlichen Dickdarm unter der Ein- 
wirkung bakterieller Faulnisprozesse in das von Bondzinski und 
Humnicki! Koprosterin benannte Reduktionsprodukt umgewandelt. 
In den Stiihlen der an der Brust ernahrten Sauglinge, wie iiberhaupt 
in Stiihlen mit vorwiegend sauren Garungsprozessen bleibt das Chole- 
sterin unverandert, und hieraus ergibt sich bereits, daB je nach dem 
Uberwiegen von Faulnis oder Garung, sowie unter Beriicksichtigung 
des Zeitfaktors ein mehr oder minder groBer Bruchteil des Darm- 
cholesterins eine Umwandlung in Koprosterin erleiden wird. 

Die quantitativen Verhaltnisse dieser Umwandlung unter verschieden- 
sten Bedingungen sind erst letzthin von Biirger und Winterseel* nach Aus- 
arbeitung einer besonderen Methodik griindlich studiert worden mit dem 
Ergebnis, da8B meist ein 50% betragender Anteil des Gesamtcholesterins 
in Koprosterin iiberfiihrt werden soll. Die merkwiirdige Konstanz des 
Verhaltnisses von Koprosterin zum Gesamtcholesterin hat Birger und 
Winterseel vermuten lassen, daB an der Koprosterinbildung vielleicht nu: 
dasjenige Cholesterin beteiligt ist, das nach Durchlaufen der intermediaren 
Wege in eine besondere Zustandsform versetzt worden ist. 

Jedenfalls ist der Vorgang der Koprosterinbildung im Darm 
noch keineswegs vdéllig geklart, wozu der Umstand wesentlich bei- 
getragen hat, daB eine Koprosterinbildung in vitro durch Faulen- 
lassen cholesterinhaltigen Materials bisher noch nicht gelungen ist. 

Nach den grundlegenden Forschungen von Windaus wissen wir, 
daB das Koprosterin kein einfaches Reduktionsprodukt des Chole- 
sterins ist. Bei der Hydrierung des Cholesterins entsteht das Dihydro- 
cholesterin, das zuerst von Béhm in einem Falle, der ein Unikum dar- 


1 Zeitschr. f. physiol. Chem. 22, 1896. 
2 Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 66; Zeitschr. f. physiol. Chem. 18], 
1929; 182, 1929. 
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stellt, namlich in einer Darmschlinge, die im AnschluB an eine Bruch- 
operation 16 Jahre lang in der Bauchhdéhle gelegen hatte, in groBen 
Mengen und spiater von Windaus auch als Kotbestandteil unter 
normalen Verhaltnissen aufgefunden worden ist. Friihere noch un- 
veréffentlichte Versuche zeigten uns, daB verfiittertes Dihydrocholesterin 
von Mausen nicht gespeichert, wahrscheinlich also nicht resorbiert wird. 


Das Koprosterin enthalt ebenso wie die Gallenséiuren im Gegensatz 
zum Cholesterm des Dihydrocholesterins als Grundkohlenwasserstoff das 
Pseudocholestan, so daB sich Koprosterin und Gallenséuren direkt von 
dem von Windaus hergestellten, dem Cholesterin isomeren Allocholesterin 
ableiten lassen. Vor nicht langer Zeit ist Thannhauser und Jenke! der 
auBerordentlich interessante und bemerkenswerte Versuch gelungen, durch 
Injektion von Koprosterin, wie auch Allocholesterin eine deutliche Ver- 
mehrung der Gallenséuren hervorzurufen und damit dem Problem der 
Beziehungen vom Cholesterin zu den Gallenséuren von einer ganz neuen 
Seite nahezukommen. Wenn es auch wohl als unwahrscheinlich gelten 
mu8, daB die Gallenséurebildung auch nur teilweise den Umweg iiber das 
Koprosterin nimmt, so ware doch an das Allocholesterin als Muttersubstanz 
der Gallenséuren zu denken, das vielleicht die Zustandsform des Cholesterins 
in statu nascendi darstellen kénnte. 


Bisher ist zwar der Nachweis des Vorkommens von Allocholesterin 
im menschlichen Organismus noch nicht erbracht worden und ein 
solcher auch schwer zu erbringen, da das Allocholesterin auBerordentlich 
leicht in das Cholesterin iibergeht. 


Es war nun naheliegend, zu versuchen, und diese Méglichkeit 
hat auch Windaus schon, wie er uns spater mitteilte, in seinem Nobel- 
vortrag zum Ausdruck gebracht, ob durch Faulenlassen von Allo- 
cholesterin die bisher nicht gelungene Darstellung des Koprosterins 
in vitro durchgefithrt werden kénnte. Wir verdanken der Liebens- 
wirdigkeit von Herrn Prof. Windaus eine fiir unsere Versuche aus- 
reichende Menge von Allocholesterin. 


Zur Methodik sei folgendes bemerkt: Da Koprosterin und Dihydro- 
cholesterin eine Doppelbindung im Gegensatz zu Cholesterin und Allo- 
cholesterin nicht mehr besitzen, erscheint es angangig, auf Grund der 
Halogenaddition zu einer quantitativen Trennung des noch ungesiéttigten 
und des bereits hydrierten Sterinanteils in einem Gemisch zu gelangen. 
Schon Bondzynki und Humnicki und Lewkowitsch® benutzten  solche 
Methoden zu Trennungszwecken. Aber weder das von ihnen angewandte 
Obermiillersche noch das Hiiblsche Verfahren kénnen befriedigen, weil 
die neben der Addition stets erfolgende Substitution eine unberechenbare 
Erhéhung der theoretischen Jodzah] bedingt. Dam* hat unlangst die 
Methoden der Jodzahlbestimmung des Cholesterins kritisch zusammen- 
gestellt. 


1 Arch. f. exper. Pathol. 180, 1928. 
2 Ber. d. Deutsch. Chem. Ges. 1892, 8S. 65. 
3 Diese Zeitschr. 152, 101, 1924. 
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Da wir in den vorliegenden und einer Reihe von anderen Untersuchungen 
die Mikromethode von Birger und Winterseel mit einigen uns zweckmAéBiy 
erscheinenden Modifikationen anwandten, halten wir deren néhere Da: 
stellung fiir berechtigt. 

Die Zersetzung des Sterindigitonids erfolgt innerhalb 6 Stunden in 
einer ersch6pfend mit Xylol extrahierten Hiilse im Paraffinbad unter Ver- 
wendung des Stockschen Apparates, wobei Temperaturen iiber 170° ( 
wegen der Bildung bréunlicher Schmieren nach Méglichkeit zu vermeiden 
sind. Besser ist die Anwendung einer Glashiilse mit durchlissigem, ge 
frittetem Boden statt der Papierhiilse. Das Zersetzungsprodukt mu8 nach 


Vertreiben des Xylols im Vakuum farblos sein, jede auch nur gelbliche 


Ténung ist durch Versetzen mit extraktfreier Tierkohle zu entfernen. 
Der Riickstand wird mit Petrolather (Siedepunkt 52 bis 57°, tiber Natrium 
destilliert, riickstandsfrei) aufgenommen, filtriert, in ein Mikrobecherchen 
iiberfiihrt, zur Trockne gebracht und bei 80 bis 100° in der evakuierten 
Pistole zur Konstanz behandelt. Verfahren dann wie von den Autoren 
angegeben. In iiber 20 Testversuchen mit einem zweimal aus Alkoho! 
umkristallisierten, bei 100° gewichtskonstant getrockneten Cholesterin 
(Merck), Schmelzpunkt 148° (unkorrigiert), fanden sich Jodzahlen von 
65,67 bis 67,26. In dieser Variationsbreite bewegte sich auch die Jodza)\| 
des gleichen Cholesterins nach voraufgegangener Digitoninfallung und 
Zersetzung. (Das sind etwa 1,5°% Fehler allein bei der Bromierung, zielhtt 
man dazu Abweichungen bei der diffizilen sonstigen Aufarbeitung — in 
Rechnung, dann kénnen sich etwa 3°, Fehler insgesamt ergeben. Die 
Genauigkeit erschien fiir unsere Zwecke geniigend.) Als Grundlage fii: 
unsere Berechnungen nahmen wir die mittlere der fiir das Cholesterin 
erhaltenen Jodzahlen von 66,4 (Theorie 65,7) an. Fiir das uns zur Ver- 
fiigung stehende Allocholesterin (Schmelzpunkt 118°), in 90% Alkohol 
nicht quantitativ digitoninfallbar, ergab sich eine durchschnittliche Jodzah| 
von 65,7.  Dihydrocholesterin (Merck) wies nach dieser Methode keinen 
Bromverbrauch auf. 

Allocholesterin-Faulversuch: 0,5 g Allocholesterin werden in heiBem 
Olivenél (3 ccm) gelést und in 100 ccm Wasser emulgiert, das 3,5 g 
praktisch sterinfreien Nahragar sowie 0,1 g Frischkot enthalt und mittels 
Phosphat gepuffert ist (pq 8,0). Bei taglichem, mehrmaligem griind- 
lichen Durchschiitteln wird im Brutschrank bei 38° faulen gelassen. 
Es entwickelt sich rasch ein intensiver, fakulenter Geruch. Nach 
14 Tagen wird mit wasseriger KOH verseift, erschépfend ausgeithert, 
der Ather gewaschen, verdampft, der Riickstand mit heiBem Alkoho!l 
aufgenommen und ein aliquoter Teil der Lésung mit Digitonin gefallt. 
Dann erfolgt die Aufarbeitung des getrockneten Digitonids nach der 
modifizierten Methode. 

27,5 mg des durch Zersetzung erhaltenen Sterins (Schmelzpunkt 116") 
verbrauchen nach Zusatz der Arsenitlésung 15,45 ccm n/100 Bromat- 
lésung bei einem Leerwert von 26,7 ccm n/100 Bromat, woraus sich 

: _ 13,75 .126,9 
eine Jodzahl von 63,45 berechnet (65,45 — 51,7 = 13,75- 


27,5 
= 63,45). Es findet sich demnach gegen die durchschnittliche Jodzah| 
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des ungefaulten Allocholesterins von 65,7 eine Verminderung um etwa 
3,4°,, die nach den gemachten Erfahrungen noch als in der Fehler- 
grenze liegend zu betrachten ist. 

Allocholesterin wird demnach durch Féulnis in vitro nicht hydriert. 


Es ist vielleicht von Interesse, hier noch ein Versuchsergebnis 
anzufiigen, bei dem die Jodzahl von gefaultem Eigelb bestimmt wurde. 

Kinige Eigelb wurden ebenfalls in wasserigem Phosphatpuffergemisch 
(px 8,0) nach Impfen mit 0,1 g Frischkot 5 Tage im Brutschrank der Fiaulnis 
iiberlassen. Das daraus hergestellte Unverseifbare zeigte nur Cholesterin- 
tifelechen. Die sorgfaltig mit Ather von jedem Farbstoff befreite Digitonin- 
fillung ergab nach Zersetzen ein Sterin vom Schmelzpunkt 141 bis 142° 
(unkorrigiert) und einer Jodzahl von 67,1. Es hatte also ebenfalls keine 
Reduktion stattgefunden. 


Zusammenfassung. 
Allocholesterin, als dessen Hydrierungsprodukt das Koprosterin 
anzusehen ist, ist durch Faulenlassen in vitro nicht zu reduzieren. 
Auch Eigelb lie® nach intensivem Faulen keine Reduktion er- 
kennen. 
Verfiittertes Dihydrocholesterin wird von Mausen nicht gespeichert. 





Uber die Cholesterinsynthese im Tierkorper. 


Von 
H. Dam. 
(Aus dem biochemischen Institut der Universitat Kopenhagen.) 


(Eingegangen am 10. Februar 1930.) 


Aus den Arbeiten der letzten Jahre geht iibereinstimmend hervor, 
daB Cholesterin im Tierkérper auch ohne Zufuhr von anderen Sterinen 
gebildet werden kann. 

Die Frage, ob das im Tierkérper synthetisierte Cholesterin von 
den zum Teil unbekannten, nicht digitoninfaéllbaren, unverseifbaren 
Lipoiden herriihren kann, die in der Nahrung oder im Tiere selbst 
am Anfang des Versuchs vorhanden sind, scheint aber bisher nicht 
bestimmt entschieden zu sein. 

Als Versuchstier fiir die Aufklarung dieser Frage mu8 das Hiihnchen 
insofern geeignet sein, als die im Hiihnerei anwesende Menge von 
unverseifbaren Begleitstoffen des Cholesterins sehr gering ist. 

Ich ziichtete daher einige Hiihnchen bei einer Nahrung ahnlicher 
Zusammensetzung, aber von geringerem Gehalt an unverseifbaren 
atherléslichen Stoffen als der in meiner friiheren Abhandlung! an- 
gegebenen. 

Die Nahrung war folgendermafen zusammengesetzt : 


Casein’ Hammarsten, extrahiert ........19 g 
Starke, léslich, Merck, extrahiert ...... . 66 g 
Salze, Hart, Halpin und Stenbock?. ...... 5 g 
Marmite ... Seg: aah A cae dap 
Filtrierpapier, extrahiert CS ee ae Cee 


Die Extraktion von Casein, Starke und Filtrierpapier wurde in de: 
Weise vorgenommen, da8 man zuerst mit Alkohol bei 70° tiber Nacht 
stehen lieB, dann abfiltrierte und nachher im Laufe von einigen Tagen 
mehrmals mit Ather schiittelte. 


Die Tiere erhielten jeden Tag eine bestimmte Menge Lebertran* 
(mit Pipette direkt in den Schnabel gegeben) und auferdem eine 


1 Diese Zeitschr. 215, 475, 1929. 

2 Journ. of biol. Chem. 48, 421, 1920. 

3 Yon der Firma P. Meller, Oslo, und bezeichnet als im Vitamin 
institut des norwegischen Staates kontrolliert, 500 A-Einheiten und 250-D 
Einheiten enthaltend. 
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ziemlich groBe Menge frisch ausgepreBten Citronensaftes im Trink- 
wasser (Eingabe von Citronensaft direkt mit Pipette in den Schnabel 
hat sich als gefahrlich erwiesen). 

Der groBe Zusatz von Citronensaft hatte lediglich den Zweck, 
die Frage zugleich bestimmt zu entscheiden, ob die von mir friiher 
beobachteten Symptome! bei der Aufzucht von Hiihnchen mit der 
Marmitenahrung doch nicht von einem C-Stoffmangel herrihren 
koénnen. 

Die Versuchstiere waren von derselben Rasse wie die in meiner 
vorerwahnten Arbeit benutzten Hiihnchen, und die Versuchsbedingungen 
waren im tbrigen wie dort beschrieben. 


Das eine Hiihnchen (Nr. 45, o) erhielt 1752 g des Futters, 27,9 g 
Lebertran und 77,17 ccm unverdiinnten Citronensaft im Laufe von 
59 Tagen, das andere (Nr. 47, ¢@) erhielt 440g des Futters, 22,1] g 
Lebertran und 40,7 ccm Citronensaft im Laufe von 48 Tagen. 


Beide Tiere zeigten dieselben Blutungen wie die ohne oder mit 
einer geringeren Menge Citronensaft ernahrten Hiihnchen in der vor- 
erwahnten Abhandlung. Es darf somit als ziemlich sicher betrachtet 
werden, da® die Blutungen nicht von einem Skorbut herriihren. Die 
Beinknochen waren deformiert. Die Tiere hatten itibrigens kleine 
Atzungen im Muskelmagen und waren animisch; sie gediehen ungleich 
gut; Nr. 45 am besten (Gewicht beim Tode 266g). Nr. 47 nahm nur 
langsam und unregelmaBig an Gewicht zu (Gewicht beim Tode 103 g) 
und machte einen sehr kranken Eindruck. Nr.45 wurde _ getétet, 
als es das Alter und Gewicht erreicht hatte, bei dem in den friiheren 
Versuchen eine reichliche Cholesterinsynthese konstatiert werden konnte. 

Das andere wurde getétet, als es aussichtslos schien, das Gewicht auf 
die fir den Bilanzversuch notwendige Héhe zu treiben. Bei der Sektion 
zeigte es sich, da der Dottersack nicht resorbiert war so daB es sich ver- 
mutlich um ein von vornherein schwacheres Tier gehandelt hat. 

Mit Nr. 45 wurde ein vollstandiger Bilanzversuch mit Riicksicht 
auf Cholesterin und andere unverseifbare Lipoide ausgefiihrt. 


Analytisches. 


Das Unverseifbare wurde durch Verseifung mit Natriumalkoholat 
unter Luftabschlu8 auf kochendem Wasserbad wahrend etwa 8 Stunden, 
Ausschiitteln und Trocknen unter 50° bestimmt; jedoch nicht bei der Ana- 
lyse des Marmites, weil vermutet worden ist, daB Ergosterin durch Er- 
hitzen mit Natriumalkoholat teilweise zerstért wird®?. 

In diésem Falle wurde nur kalt nach Henriques verseift. 


1 Siehe meine vorerwabnte Arbeit. 
2 Schénheimer, Zeitschr. f. physiol. Chem. 180, 22, 1929; vgl. Smedley 
Mac Lean, Biochem. Journ. 14, 485, 1920. 
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Die Sterinmenge wurde im Unverseifbaren durch Fallung mit Digitoni 
ermittelt?. 

Nach H. Bewmer® scheint die Menge der unverseifbaren Begleitstofie 
des Cholesterins im Ei vom Grade der Verseifung abhiangig zu sein, so da 
die wahre Menge erst nach mehreren Verseifungen mit Natriumalkoholat 
erreicht wird. Hierauf bin ich aber nicht néher eingegangen, weil die nach 
einmaliger Verseifung gewonnenen Werte so niedrig waren, da8 ein mégliches 
Sinken bei Wiederholung der Verseifung fiir die SchluBfolgerung des 
Versuchs belanglos gewesen wire. 


Zur Analyse gelangte der ganze Eiinhalt, obwohl das Eiklar ohne weiteres 
weggeworfen werden konnte. Bei getrennter Untersuchung von Dotte: 
und Eiklar in einem Ei zeigte es sich, da8 der Extrakt des Eiklars nach 
Behandeln mit 60%igem Kaliumhydroxyd weniger als 1,7 mg betrug. 

Eier, Hithnchen, Lebertran, Starke, Marmite und Citronensaft wurden 
iibrigens wie in meiner vorher zitierten Abhandlung vorbehandelt. 

Das Casein wurde durch Erhitzen mit Kalilauge (50 g Casein + 200g 
60 %ige KOH + 50cem Wasser) mehrere Stunden hydrolysiert. 

Auf eine Kontrolle fiir die Extraktion des Filtrierpapiers wurde ver- 
zichtet, wegen der geringen Menge des verfiitterten extrahierten Papieres. 


Der Gehalt der verschiedenen Nahrungsbestandteile an Sterin 
und anderen unverseifbaren Lipoiden, ,,Begleitstoffen‘, war wie folgt: 





Sterin Begleitstoffe 
mg pro 100g mg pro 100g 


ee 540 344 

Citronensaft ..... 3,9 9,8 
CN g's ed tye 0,7 8,4 
MS: a> a6 2 ws 48 < 0,05 < 1,8 
Pe ges S ye < 0,07 <1,5 


Die Bilanz geht aus folgender Ubersicht hervor?: 


1 Im Falle des Marmites wurde im Filtrat des Digitoninniederschlags 
sowohl die Liebermann-Burchard-Probe wie die Ergosterinreaktion von 
Rosenheim (Biochem. Journ. 28, 47, 1929) mit Trichloressigséure angestellt. 
Erstere Reaktion gab eine durchsichtige braune Farbe; die Rosenheimsche 
Reaktion dagegen erst eine rote, dann eine schmutzig-griine Farbe. Die 
Ergosterinester waren also nicht quantitativ gespalten. Bei der geringeren 
Menge des in der Nahrung anwesenden Ergosterins spielt dies aber fiir den 
vorliegenden Zweck keine Rolle. 

2 Zeitschr. f. exper. Med. 85, 336, 1923. 

8 Obwohl der Versuch nur mit einem Hiihnchen durchgefithrt werden 
konnte, glaube ich doch, da8 das Ergebnis so deutlich und sicher ist, daB 
die Mitteilung desselben von Wert sein kann. Da ferner das anormale 
Gedeihen der Hiihnchen héchstwahrscheinlich auf andere Ursachen als 
Sterin- bzw. Begleitstoffmangel zuriickzufiihren ist, wird eine Wiederholung 
des langdauernden Versuchs mit derselben Nahrung wohl von geringerem 
Interesse sein. 
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Hiihnchen Nr. 45, o. 
Aus dem Ei, welches am 23. August 1929 gelegt wurde: 





ene ee Ee cw lke ee ie 
99 oo Sas, £6604) we BEB 
PO a ag a Oe ar ee eee fF 
Sterin Begleitstoffe 
mg mg 
De ase 8a SF Set Oe a tae ge R eel oa 515 161 
2 | ya ae ee pth ele eer ee a eae 409 487 
Zusammen : 924 648 
Im Futter. . SrtA egies AA Be ae ec — 62 < 31,4 
Re ee yg eA a al 151 96 
jE? cae oak core ate ae =< 3 7,6 
Zusammen : 156 135 
Differenz : 768 513 
Kier von demselben Huhn (Nr. 62): 22. VIII. 62,4¢ | 264 22 
26. VIII. 68,3 266 15 
30. VIII. 65,7 | 284 14 
Zunahme im Verhiltnis zum Cholesterin im “— 484 mg 
vom 30. VIII. 170% 
Zunahme im Verhiltnis zum Ei vy. 30. VIII., wenn 835 
man die Begleitstoffe des Kies und der gesanten | 112 off 
Nahrung als gleichwertig mit Cholesterin rechnet nee 


Aus der Tabelle geht also deutlich hervor, daB die unverseifbaren 
Begleitstoffe in der gesamten Nahrung (135 mg) und die Begleitstoffe 
des Eies (14 mg) nicht hinreichend sind, um den Betrag des gebildeten 
Cholesterins zu decken. 


Die Bilanz der Begleitstoffe ist iibrigens negativ. 


In meiner oben zitierten Arbeit versuchte ich unter anderem, 
durch einfaches Kristallisieren und durch Acetylieren das Sterin des 
Hihnchenkotes zu identifizieren, und ich gelangte zu dem SchluB, dab 
es sich wahrscheinlich um Cholesterin handelt. 


Durch Fallen des Sterins in (ungefahr) dem gesamten Kot von 
Nr. 45 mit Digitonin und Extraktion mit Xylol konnte ich nun diese 
Angabe naher priazisieren. 


Die Extraktion geschah im Kumagawaapparat mit Mercks m-Xylol 
»reinst“, das vor dem Gebrauch mit Wasserdampf destilliert wurde!. Die 
Extraktionshiilse bestand aus porésem Aluminiumoxyd (Alundum) und 
war vorher gegliiht, so da8 das kochende Xylol nicht mit anderen organischen 
Substanzen als dem Sterindigitonid in Beriihrung kam. 


1 Vgl. diese Zeitschr. 215, 473, 1929. 
Biochemische Zeitschrift Band 220. 11 
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Das aus dem Kotdigitonid in 20 Stunden extrahierte Sterin wurde 
bis zur Gewichtskonstanz getrocknet und ohne Umbkristallisieren 
teils mit reinem Cholesterin und teils mit durch Digitonin gefalltem 
und in genau derselben Weise extrahiertem Cholesterin in bezug auf 
Schmelzpunkt und Jodzahl nach der Methode von Rosenmund und 
Kuhnhenn! verglichen. 

Die Jodzahlbestimmungen wurden alle mit demselben Reagens und 
an demselben Tage vorgenommen. Zu jeder Bestimmung wurden etwa 
5mg des Sterins verwendet. Hierzu wurden 0,2 cem Chloroform und 
0,4cem Reagens hinzugefiigt. Nach 5 Minuten wurden 0,13 cem 10 °jiges 
Kaliumjodid und 2cem Wasser zugesetzt und mit n/50 Thiosulfat aus 
einer Mikrobiirette titriert. 





Schmelzpunkt 


Jodzahl korrigiert 
oc 
Reines Cholesterin . . . » 68,7 148 
Dasselbe mit Digitonin ant Xylol. behandelt, ian 
Umkristallisieren . . . Pears 66,7 143—146 
Kotsterin aus dem Digitonid scteihlees: 
A. Ohne Umkristallisieren . . bi abd 62,4 138—141 
B. ; mal aus CH,;0H umkristallisiert - seat 145—145,3 
C. o » meen ” Par eae 147—147,3 
D. 3 » = Con . 147,2—147,4 
Mischschmelzpunkt von D mit reinem C bolesievin 146—147,6 


Das Gewicht der Fraktion D betrug 98mg. (Wenn nichts zur 
Jodzahl- und Schmelzpunktbestimmung benutzt ware, wiirden aus 
dem gesamten Kot 110 mg gewonnen werden kénnen.) 


Aus den Mutterlaugen des auskristallisierten Cholesterins wurde 
durch Eindampfen und Acetylieren mit Acetanhydrid nach zwei- 
maligem Umkristallisieren 101 mg Cholesterylacetat gewonnen (auf 
den gesamten Kot bezogen, waren es 115 mg). Dieses Praparat hatte 
den Schmelzpunkt 113,6° und zeigte das charakteristische Farbenspie! 
beim Erstarren. 


Ungefahr die Halfte des Kotsterins konnte also in sehr einfacher 
praparativer Weise als Cholesterin (bzw. reines Cholesterylacetat) 
isoliert werden. 

Beim Vergleich der Jodzahl des Kotsterins mit der des mit Xylol 


extrahierten Cholesterins 1a4Bt sich berechnen, daB 92,5°,, des Kot- 
sterins aus Cholesterin bestehen, wenn man annimmt, daB ein Gemisch 


1 Diese sana 152, 101, 1924; 158, 76, 1925; Smedley Maclean, 
Biochem. Journ. 22, 24, 1928; Alice Mary Copping, ebendaselbst 22, 1142, 
1928. 
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von Cholesterin und Koprosterin vorliegt!, und da® Koprosterin bei 
der benutzten Methode die Jodzahl etwa 10 gibt?. 


Zusammenfassung. 


1. Beim Ziichten eines Hiihnchens bei einer Nahrung, die nur 
eine geringe Menge von unverseifbaren Begleitstoffen des Cholesterins 
(bzw. der Sterine) enthielt, zeigte es sich, daB die Summe der Be- 
gleitstoffe in der gesamten Nahrung und im Ei vor der Bebriitung 
nicht ausreichte, um den Betrag des im Laufe von 59 Tagen syn- 
thetisierten Cholesterins zu decken. 

2. Das Sterin des Kotes bestand zum weit gréBten Teile aus 
Cholesterin. 


Berichtigung 
zu der Arbeit ,,Cholesterinstoffwechsel in Hiihnereiern und Hiihnchen“ 
diese Zeitschr. 215, 475, 1929. 

Durch besondere Umsténde ist in dem Literaturverzeichnis auf 8. 483 
eine Arbeit von H. Beumer in Zeitschr. f. exper. Med. 35, 328, 1923, mit der 
von Beumer und Lehmann, ebendaselbst 37, 274, 1923, verwechselt worden. 
Diese Verwechslung ist um so bedauerlicher, als die Arbeit in Bd. 35, eben- 
daselbst (auf S. 335) eine Untersuchung iiber den Cholesteringehalt und die 
Esterrelation der Eier vor der Bebriitung, am 17. und am 21. Bebriitungs- 
tag enthalt. Im ganzen sind sieben Eier von Italienerhennen untersucht 
worden, und das Ergebnis stimmt mit meinem Befunde vdllig iiberein. 

Bei der Besprechung von J. H. Muellers Arbeit auf S. 477 muB stehen: 
.von derselben Hiihnerrasse“ statt ,,.von demselben Huhn“. 


> 


1 Die gesamten Pflanzen- und Hefesterine aus der Nahrung (< 4,5 mg) 
kénnen nur ungefahr 1,1 °, der Kotsterinmenge ausmachen. 
2 Diese Zeitschr. 158, 78, 1925; Biochem. Journ. 22, 1142, 1928. 





Die Wasserstoffionenkonzentration und die Pufferung der 
Gewebe und der subkutanen Lymphe bei lokaler venéser 
Hyperimie. 


Von 


N. Okuneff. 


(Aus dem Institut fiir allgemeine Pathologie an der Militar-Medizinischen 
Akademie zu Leningrad.) 


(Eingegangen am 12. Februar 1930.) 
Mit 7 Abbildungen im Text. 


Die lokalen Kreislaufstérungen sind bis jetzt vom _ physiko- 
chemischen Standpunkt aus fast gar nicht studiert worden. In der 
zusammenfassenden Ubersicht von Tannenberg und Fischer-Wasels' 
findet man dariiber nur sehr sparliche Angaben, die sich fast aus- 
schlieBlich auf das lokale Odem beziehen. Indessen erscheint die Er- 
forschung in dieser Bezichung auch anderer lokaler Kreislaufstérungen, 
vor allem der beiden Hyperamien und der Anamie, von groBer Be- 
devtung. Denn eine ganze Menge verschiedenster pathologischer 
Prozesse geht mit einem abnorm hohen oder niedrigen Blutgehalt 
der Gewebe einher. Es wire z. B. von groBem Interesse klarzustellen, 
welcher Anteil in der Genese der lokalen Azidose bei der Entziindung 
(vgl. Schade?, Okuneff*) den sich dabei abspielenden Kreislaufstérungen 
zukommt. In der vorliegenden Mitteilung wird iiber Versuche be- 
richtet, die von mir an Fréschen ausgefiihrt wurden, um iiber die 
Anderung der Wasserstoffionenkonzentration und der Pufferung 
der Gewebe und der subkutanen Lymphe in verschiedenen Stadien 
der venésen Hyperimie Auskunft zu erhalten. 


1 J. Tannenberg und B. Fischer-Wasels, Handb. d. norm. u. pathol. 
Physiol. 7, H. 2, Teil II, 1927. 
2 H. Schade, P. Neukirch und A. Halpert, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 


24, 11, 1921. 
3 N. Okuneff, diese Zeitschr. 195, 421, 1928; 208, 328, 1929; 212, 1, 1929. 
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Material und Methodik der eigenen Untersuchungen, 


Meine Versuche, im ganzen 31, wurden an Winterfréschen ausgefiihrt 
und kénnen in zwei Hauptgruppen geteilt werden: I. Gruppe: Versuche 
mit dem Gewebe der Froschzunge; II. Gruppe: Versuche mit subkutaner 
Lymphe des Froschbeines. Die Versuche der ersten Gruppe wurden folgender- 
maBen ausgefiihrt. 

Bei kuraresierten Tieren wurde die Zunge herausgezogen, das stark 
alkalisch reagierende Mundsekret mit Hilfe eines Filtrierpapierstreifchens 
aufs sorgfaltigste abgetupft und aus den Randpartien der Zunge ein Stiick- 
chen von etwa StecknadelkopfgréBe ausgeschnitten. Um eine Blutung zu 
vermeiden, wurde auf die Wunde eine Ligatur aus feinster Seide angelegt. 
Das ausgeschnittene Gewebsstiickchen diente zur Bestimmung der Wasser- 
stoffionenkonzentration und der Pufferung der Gewebe unter normalen 
Bedingungen. Sodann wurden die beiden V. linguales unterbunden und die 
Zunge wieder zuriickgelegt. Nach einer bestimmten Frist (von einer halben 
Stunde bis 48 Stunden) wurde die Zunge wieder herausgezogen und davon 
nach Kontrolle unter dem Mikroskop wieder ein Stiickchen ausgeschnitten, 
und zwar von einer unversehrten Stelle. Da mir daran lag, das Gewebe 
méglichst ohne Blut zu erhalten, wurde das ausgeschnittene Gewebsstiick- 
chen jedesmal mit Filtrierpapier abgetupft. In der zweiten Versuchs- 
gruppe wurden zum Hervorrufen einer lokalen Stauung die beiden Haupt- 
venen des Oberschenkels der hinteren Extremitat (V.femoralis und V. ischi- 
adica) unterbunden. In der Mehrzahl der Fille gelang es auf diese Weise, 
nicht nur eine starke lokale Blutstauung mit Diapedeseherden (Schwimm- 
haut), sondern auch ein deutliches lokales Odem hervorzurufen. Eine 
selbstandige Wiederherstellung des normalen Kreislaufs kommt in solchen 
Fallen gewéhnlich nicht zustande. Versuche, in welchen keine bedeutende 
Stauung eingetreten war infolge einer guten Entwicklung der Kollaterale 
(etwa ein Drittel der Fille), wurden nicht mit einbezogen. Die Lymphe 
wurde mittels einer feinen Glaskapillare aus dem subkutanen Lymphsack 
des Oberschenkels gewonnen. Die Lymphe der anderen hinteren Extremitit 
diente zur Kontrolle. 

Zur Bestimmung der Wasserstoffionenkonzentration und der Pufferung 
bediente ich mich meiner in dieser Zeitschrift vor kurzem beschriebenen 
Mikrochinhydronelektrode'; Vorerst wurde das Gewicht des GefaBes fiir 
das Untersuchungsobjekt der Elektrode mit dem KCl-Agar-Agarpfropfen 
bestimmt; danach folgte die Abwigung des auf die Oberfliche des Agar- 
pfropfens gebrachten Zungengewebsstiickchens bzw. Lymphtropfens. Die 
Bestimmung der Cy geschah auf die von mir a. a. O. beschriebene Weise. 
Zur Abschwachung des EiweiBfehlers fiigte ich zum Zungengewebsstiickchen 
| bis 2 Tropfen phys. NaCl-Lésung. Zur Bestimmung der Pufferung wurden 
pu-Messungen ausgefiihrt, nachdem zum Zungenstiickchen bzw. Lymph- 
tropfen im Elektrodengefi8 variierende Mengen einer n/1000 HC1l-Lésung 
hinzugefiigt worden waren. Dabei verfuhr ich auf dieselbe Weise, wie 
bei der Bestimmung der Pufferung von Regenerationsgewebe beim Axolotl 
(Vermischen mit Saure, 4 bis 5 Minuten langes Abwarten, Entfernung der 
freien Saure mit Filtrierpapier, Bestimmung des pq). Das Verhiltnis 
zwischen der Gewebsmasse und der Menge der hinzugefiigten Séure blieb 
in allen Versuchen konstant, so da es méglich war, mit den py-Werten auf 
der Ordinate und entsprechenden Sauremengen (in Millimol pro 1000 g) 


1 N. Okuneff, diese Zeitschr. 210, 1, 1929. 











166 N. Okuneff : 


auf der Abszisse echte Pufferungskurven zu erhalten. Die Pufferungskraft de 
fiir verschiedene Zonen des pq berechnete ich nach der bekannten Forme! 





von van Slyke!: df/dpy, wobei die Verschiebungen des pq nach Hinzu “r 
fiigen von ein und derselben Menge von HC! graphisch aus den Pufferungs (8. 
kurven ermittelt wurden. 
1. Versuche an der Froschzunge. 
Die Resultate der hierzu gehérigen Versuche (Nr. 1 bis 14) sind 
zusammenfassend in den Tabellen I und II dargestellt. Beim Durch- 
sehen der dort angefiihrten Zahlen bemerkt man folgendes 
Tabelle I. 
Wonwect | gg PARE pag trerte|_ Par Werte sash Mineatignn vos Miline! 1c 
Nr. Stauung ohne Siure 10 | 20 30 40 
1 Normal 6,95 6,90 6,50 6,20 _ 
30 Min. 4 Ye? St. 6,96 6,91 6,55 6,24 = 
2 “~~” | Normal 6,95 6,86 6,25 5,85 5,40 
ven. St. 6,98 6,89 6,30 5,80 5,45 
3 Normal 6,85 6,21 5,72 5,30 4,80 
1 Sta. ? vem St. 6,87 6,65 6,40 5,75 5,35 Fiir 
4 * ) Normal 6,92 6,25 5,49 5,20 4,70 Milli 
ven. St. 7,07 6,90 6,30 5,90 5,30 Fiir 
5 Normal 6,95 6,50 6,00 550 | 5,19 auf 
4 Std ven. St. 7,00 6,90 6,10 5,80 5,28 ausg 
6 “| Normal 6,88 6,33 5,81 5,37 4,92 
ven. St. 6,90 6,74 6,06 5,38 4,99 
7 Normal 6,80 6,50 6,10 5,65 5,30 
7Sta, 2 ven. St. 6,87 6,79 6,33 5,82 5,42 
8 * ) Normal 6,90 6,20 5,75 4,98 4,55 
ven. St. 6,95 6,60 5,90 5.05 4,67 
9 Normal 6,98 6,80 6,26 5,20 4,82 
18Sta. 2 Yer St. 6,97 6,80 6,20 5,25 4,83 
10 “| Normal 6,98 — 6,03 5,28 5,00 
ven. St. 6,98 — 6,09 5,30 4,95 
11 Normal 6,90 6,30 5,80 5,40 -- 
24 sta. } Ye St. 6,87 6,33 5,78 5,40 — 
12 ge —_—— 6,83 6,48 5,81 5,31 4,90 
ven. St. 6,82 6,49 5,80 5,35 4,82 
13 Normal 7,00 6,50 6,00 5,40 4,78 
48 sta. ? ver St. 6,95 6,35 5,78 5,21 4,70 
14 * ) Normal) 7,01 6,50 6,00 5,50 5,00 
ven. St. 6,95 6,30 5,75 5,20 4,65 


Wie die Ergebnisse der Versuche 1 und 2 zeigen, treten wahrend 
der ersten halben Stunde nach der Unterbindung der beiden V. linguales Die 1 
noch keine nennenswerten Unterschiede in der Cy und der Pufferung beide 


F (vgl. 
der Gewebe im Vergleich zu der Norm ein. 
Angefangen von etwa einer Stunde nach der Venenunterbindung 
. . . + der 
beobachtete ich an den Geweben der Froschzunge einen ziemlich eat 
yer 


1 PD. van Slyke, Journ. of biol. Chem. 52, 2, 1922. enty 
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ait deutlich ausgesprochenen Zuwachs der Pufferung. Dieser Zuwachs 
= wird nicht nur aus den entsprechenden Ziffern der Tabelle I ersichtlich 




















Zu y oe a:2 a ' , 
a (s. Versuche 3 bis 8), sondern kann auch an dem weniger steilen Verlauf 
40 
ind 50 a 
ch- 7 
5 
— Z 
Cl 
‘ aN 
3} pea 
4 
7 10 20 30 40 
20 66 G2 58 SY 50 46 
Abb. 1. 
Fir die beiden oberen Kurven sind auf der Abszisse die hinzugefiigten Mengen von H C1 in 
Millimol pro 1 kg abgetragen, auf der Ordinate die entsprechend erhaltenen Werte fiir Pu. 
Fiir die beiden unteren Kurven sind auf der Abszisse die verschiedenen py-Werte abgetragen, 
: auf der Ordinate die entsprechenden Pufferungskriifte (berechnet nach van Slyke). Die 
ausgezogenen Kurven bedeuten in beiden Fallen normale Verhdlttnisse, die punktierten 
Pufferung des Zungengewebes nach einstiindiger veniser Stauung (Versuch Nr. 4). 
) 40, 
] 
| 50 
] 
| &0 
) 
70% 
] A 
4 6 Y 
} 5 
M o 9. ae 
) SS Sear ee — 
‘ Z 
) 7 0 20 30 ¥0 
70 66 62 58 5¥ 50 46 
- Abb. 2. 
ales Die beiden ausgezogenen Kurven zeigen Verhiltnisse fiir das normale Zungengewebe, die 
ung beiden punktierten die Pufferung des Zungengewebes nach vierstiindiger veniser Stauung 
© (vgl. Versuch Nr. 6). Die Bezeichnungen auf der Abszisse und der Ordinate sind dieselben 
wie auf Abb. 1. 
ung ° , 
lic] der Pufferungskurven auf den Abb.1 und 2 erkannt werden. Die 
ich 


vendse Stauung ist zu dieser Zeit im Zungengewebe schon sehr stark 
entwickelt; in den meisten GefiBen kommt es zu einem vollstandigen 
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Stillstand des Blutkreislaufs; unter dem Mikroskop sieht man ein 
stark ausgesprochene Diapedese und zahlreiche Erythrocyten auBer- 
halb der GefiBe. Diese eben notierte Steigerung der Gewebspufferung 
scheint mit der Zeit schwicher zu werden: nahm ich namlich 18 bzw. 
24 Stunden nach der Venenunterbindung die Messung der Pufferung 
wieder vor, so fand ich fiir die Pufferung der hyperaimisierten Zungen- 
gewebe ungefihr normale Werte (vgl. Versuche 10 und 11 und die 
Kurven der Abb. 3). 


er 








l i l i 
10 20 30 40 
Abb. 3. 
Die ausgezogene Kurve zeigt die Pufferung der normalen Zungengewebe, die punktierte 
die Pufferung des Zungengewebes 24 Stunden nach der Unterbindung der beiden V. linguales 
Die Bezeichnungen auf der Abszisse und der Ordinate sind dieselben wie auf Abb. 1 und 2 
fiir die beiden oberen Kurven (vgl. Versuch Nr. 12). 





¥r 











” 20 30 ¥0 
Abb. 4. 
Die ausgezogene Kurve zeigt die Pufferung der normalen Zungengewebe, die punktierte 
die Pufferung des Zungengewebes nach 48stiindiger venéser Stauung. Die Bezeichnungen 
auf der Abszisse und der Ordinate sind dieselben wie auf Abb. 3 (vgl. Versuch Nr. 14). 


Im spateren von mir untersuchten Stadium der venésen Stauung 
(48 Stunden nach der Venenunterbindung) fand ich zum Unterschied 
von den Friihstadien eine Abnahme der Pufferung des Zungengewebes 
(vgl. Versuche 13 und 14, Abb. 4). Da in noch spateren Stadien die 
venése Stauung in der Froschzunge in eine Nekrose iiberging, wurden 
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weitere Bestimmungen der Cy bzw. der Pufferung nicht ausgefiihrt. 
Somit erfahrt die Pufferung der Gewebe in der Froschzunge unter 
dem EinfluB der venésen Stauung folgende Veranderungen: Zunachst 
wichst sie an, kehrt dann etwa am Ende der ersten 24 Stunden zu 
normalen Werten zuriick und wird schlieBlich am zweiten Tage nach 
der Venenunterbindung subnormal. 


Die py-Werte zeigen, daB die Wasserstoffionenkonzentration 
der Zungengewebe in der ersten Zeit nach der Unterbindung der Venen 
eine deutliche Tendenz zur Erniedrigung hat (vgl. z. B. Versuche 4 
und 7, s. auch Abb. 1). Diese Erniedrigung der Cy fallt zeitlich mit 
der Erhéhung der Pufferung zusammen. Ferner fand ich bei ungefahr 
normaler Pufferung in spiteren Stadien auch normale py-Werte 
(vgl. Versuche 9 bis 12, s. auch Abb. 3); endlich war die in die letzte 
Versuchsperiode fallende Erniedrigung der Pufferung von einer Er- 
niedrigung der py-Werte bzw. Erhéhung der Cy begleitet (vgl. Ver- 
suche 13 und 14, s. auch Abb. 4). Es besteht also bei venéser Stauung 
ein ganz deutlicher Parallelismus zwischen den Anderungen des py 
und denjenigen der Pufferung der Zungengewebe. Nur sind die An- 
derungen der Wasserstoffionenkonzentration in den Geweben der 
Froschzunge bei weitem nicht so deutlich und regelmaBig wie die 
gleichzeitigen Anderungen der Pufferung (vgl. in dieser Beziehung 
Abb. 1 und 2). Dieser Umstand kénnte durch mehrere Faktoren erklart 
werden: durch Fehler der Chinhydronmethode der py-Bestimmung 
(,,Blut- und EiweiBfehler*‘), Technik der Gewebeentnahme (mégliche 
Beimengung des Mundsekrets), individuelle Schwankungen und 
dergleichen. 





Tabelle II. 
‘ Dauner Pufferungskraft fiir verschiedene Gebiete des py 
er deg vento 70 | 68 | 66 | 64) 62 | 60 | 58 | 56 | 54 | 52 
Nr a 6,8 | —6,6 | —6,4| —6,2 | —6,0| —5,8 | —5,6| —5,4 | —5,2| —5.0 
3 Normal | — | 3,5 | 3,0 | 3,5 3,5 | 3,75) 4,0 | 4,5 | 4,0 | 5,0 
1 sta. 2 Yer St. | — | 5,5 | 50/55 | 45 15,0 | 40/50) —- 
4 * | Normal | 2,0 | 3,0 | 3,0 | 3,5 | 3,0 | 3,25) 3,5 | 4,0 | 3,5 | 4,0 
H ven. St. | 6,5 | 4,5 | 4,5 | 3,5 | 35/385 | 30/380/80) — 
5 Normal | 2,5 | 3,5 | 4,0 | 40 45 50 | 4,0 | 50) 5,0 | 
4sta. 2 ver: St. || 4,0 | 60 | 45145 | 40/140 | 35/135) — | - 
6 * | Normal | 1,0 | 3,5 | 3,0 | 35 | 40145 | 45) 40 |) 45 | 5,0 
ven. St. || 6,5 | 6,0 | 3,5 | 4,0 | 35 |30 | 35} 3,0 | 3,5 | 3,0 
7 Normal | — | 5,0 | 4,0 | 50 45 55 | 60/55 60) - 
7 Sta. 2 ver St.) — | 55 | 50) 40/45/40 | 40/40) — | - 
8 * ) Normal || 1,5 | 3,0 | 3,0 | 3,0 | 35/135 | 35 | 3,5 | 35 | 40 
ven. St. | 3,5 45 45 | 35 | 35 |3,0 | 3,0 | 3,0 | 3,0 | 30 
13 kh 2,0 | 3.0 | 3,5 | 35 | 35135 | 40) 35 | 35 | 35 
48 Sta. 2 Ye St. | 2.0 | 40) 35 40! 40140 | 40) 30) 35 4,0 
14 ~~ | Normal || 2,5 | 3,0 | 3,5 | 4,0 | 35/35 | 385) 385/385 | 35 
ven. St. || 1,5 | 3,0 | 3,5 | 4,0 | 35/30 | 85 | 35 | 3.5 | 40 
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Betreffs der Pufferungsmaxima fiir verschiedene Gebiete des p, 
laBt sich auf Grund der in Tabelle II angefiihrten Zahlen folgendes 
sagen. Wiahrend in der Norm das Maximum der Pufferung im Gebiet 
von pu < 6,0 liegt, beobachtet man in Fallen der venésen Stauung 
eine Verschiebung des Maximums zur alkalischen Seite, so dal es 
eher in das Gebiet von py _> 6,0 gehért. Das Gesagte ist ganz deutlic! 
an den entsprechenden Kurven (unteren) der Abb. 1 und 2 zu sehen 
Diese Verschiebung des Pufferungsmaximums zur alkalischen Seite 
tritt wihrend der oben erwahnten Erhéhung der Pufferung, also in 
den ersten Stunden nach der Venenunterbindung am deutlichsten 
hervor. Mehr laBt sich iiber die Anderungen der Pufferungskraft fiir 
verschiedene Gebiete des py waihrend der venésen Stauung der Frosch- 
zunge nicht sagen, da die Schwankungen der entsprechenden Ziffern 
zu unregelmaBig sind. 


2. Versuche an der subkutanen Lymphe des Froschbeines. 


Die Resultate der hierzu gehérigen Versuche sind zusammen- 
fassend in den Tabellen III und IV dargestellt (Versuche 15 bis 31). 
Die den Versuchen 15 und 16 entsprechenden Ziffern zeigen ganz 
deutlich, daB 3 Stunden nach der Venenunterbindung noch keine 
Anderungen der Wasserstoffionenkonzentration und der Pufferung 
der subkutanen Lymphe beobachtet werden. In dieser Beziehung 
besteht also ein deutlicher Unterschied zwischen diesen Versuchen 
und den oben beschriebenen am Zungengewebe: im letzteren Falle 
waren die Anderungen der Pufferung bzw. der Wasserstoffionen- 
konzentration bereits eine Stunde nach dem Versuchsanfang deutlich 
ausgepragt. 

Am Ende des ersten Tages tritt gewéhnlich an dem Beine mit 
unterbundenen Venen eine starke lokale Blutstauung ein: die Gefibe 
an der Schwimmhaut erscheinen mit Blut iiberfiillt, das Gewebe 
zwischen den GefaBen mit machtigen zusammenflieBenden Ecchimosen 
durchsetzt, das ganze Bein geschwollen. Untersucht man in dieser 
Periode die Lymphe, die oft eine rosige Farbe zeigt, so findet man, 
wie es die Resultate der Versuche 17 bis 31 zeigen, eine deutliche Er- 
niedrigung der Pufferung. 

Auf den Abb. 5, 6 und 7 sieht man, daB die Pufferungskurven 
in den betreffenden Fallen steiler emporsteigen als unter normalen 
Verhialtnissen des Kreislaufs. Wie die Ziffern der Tabelle III und 
die Kurven der Abb. 6 und 7 zeigen, bleibt auch am zweiten Tage 
nach der Venenunterbindung die subnormale Pufferung bestehen. 


Was nun die Wasserstoffionenkonzentration der Gewebelymphe 
betrifft, so konnte ich in spaiteren Stadien der vendésen Stauung neben 
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Tabelle 111. 





Versuch 
Nr. 


15 
16 
17 
18 
19 


20 











Dauer . -Werte nach Hinzufiigen von Millimol H Cl 
Ane eauii a-Werte |_Pa-Werte nach Hinzuftigen von Millimol F 
"ieee pat Sture 10 20 30 
Normal 7,48 6,90 6,47 6,15 
3sta ) ven St. 7,47 6,81 6,40 5,95 
Normal 7,49 6,90 6,50 6,12 
ven. St. 7,48 6,85 6,43 6,03 
Normal 7,49 6,94 6,45 6,10 
90 Sta, 2 Yen: St. 7,49 6,89 6,14 5,29 
~~ ) Normal 7,47 7,05 6,71 6,15 
ven. St. 7,47 6,95 6,65 5,86 
Normal 7,50 6,85 6,25 5,91 
94 Sta, 2 Yer St. 7,35 6,55 5,75 5,43 
2 * ) Normal 7,50 7,23 6,35 5,45 
ven. St. 7,48 6,98 6,20 5,30 
Normal 7,49 7,03 6,78 5,95 
ven. St. 7,46 6,93 6,54 5,58 
Normal 7,48 7,30 6,80 6,45 
ven. St. 7,40 7,20 6,60 6,05 
Normal 7,49 7,25 6,75 6,60 
30 Sta. ) ¥en: St. 7,47 7,10 6,60 6,36 
* ) Normal 7,46 6,85 6,20 5,30 
ven. St. 7,40 6,50 5,87 4.89 
Normal 7,52 6,85 6,01 5,36 
ven. St. 7,50 6,36 5,60 5,20 
Normal 7,49 7,00 6,45 6,20 
ven. St 7,32 6,80 6,18 5,88 
| Normal an 7,00 6,50 6,15 
nae ven. St. 45 6,75 6,14 5,73 
86 Std. | Normal || 7,47 7.21 6,47 5,87 
ven. St. 7,47 6,62 6,22 5,72 
Normal 7,47 7,06 6,69 6,33 
| ven. St. 7,47 7,06 6,51 5,73 
; Normal 7,50 7,30 6,80 6,55 
48 Std. ) ven. st.) 7,40 721 6.51 6.17 
Normal 7,52 7,29 6,82 6,50 
ven. St. 7,33 7,01 6,60 5,90 
GO; . , 


Abb. 5. 
Die beiden ausgezogenen 
Kurven zeigen die Pufferung 
der normalen subkutanen 
Lymphe des Beines, die 
beiden punktierten die Puffe- 
rung der Lymphe nach 
24 Std. dauernder veniser 
Stauung des Beines. 
Die Bezeichnungen auf der 
Abszisse und der Ordinate 





sind dieselben wie auf 
° Abb. 1 und 2 (vgl. dazu 
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rae OO Versuch Nr. 19). 
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Tabelle IV. 


Pufferungskraft fiir verschiedene Gebiete des pq 





Versuch 


Dauer 
der venisen 


—5,0 


5,6--5,4 


5,8—5,6 





Stauung 
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normalen (z. B. Versuche 28 und 29) auch deutlich erhéhte Werte 
(vgl. Versuche 19 und 31, Abb. 5 und 7) nachweisen. Neben kompen- 
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Abb. 6. 

Die beiden ausgezogenen Kurven zeigen die Pufferung der normalen subkutanen Lymphe des 

Beines, die beiden punktierten die Pufferung der Lymphe nach 36 Stunden dauernder 

venéser Stauung des Beines. Die Bezeichnungen auf der Abszisse und der Ordinate sind 
dieselben wie auf Abb. 1, 2 und 5 (vgl. dazu Versuch Nr. 27). 
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Abb. 7. 


Die beiden ausgezogenen Kurven zeigen die Pufferung der normalen subkutanen Lymphe des 

Beines, die beiden punktierten die Pufferung der Lymphe nach 48 Stunden dauernder 

venéser Stauung des Beines. Die Bezeichnungen auf der Abszisse und der Ordinate sind 
dieselben wie auf Abb. 1, 2, 5 und 6 (vgl. dazu Versuch Nr. 31). 


sierter kann also in spaiteren Stadien der vendsen Stauung auch 
unkompensierte lokale Azidose stattfinden. 
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Uber die Anderung der Pufferungskraft in verschiedenen Gebieter 
des py unter dem EinfluB der venésen Stauung laiBt sich nichts Be 


stimmtes sagen, da der Unterschied von den normalen Werten sehr 


klein ist (s. Tabelle IV). 


Zusammenfassung. 


Die oben angefiihrten Versuchsresultate zeigen, da die lokale 
venése Stauung bei Fréschen eine deutliche Anderung sowohl der 
Pufferung als auch der Cy der Gewebe und der Lymphe hervorruft 
Diese Anderung besteht bald in einer Erhéhung der Pufferung, be- 
gleitet von einer Abnahme der Wasserstoffionenkonzentration, bald 
in einer Erniedrigung derselben und in einer Azidose. Die erste Er- 
scheinung beobachtete ich am Zungengewebe, und zwar im Anfangs- 
stadium der venésen Stauung, die letztere in den spateren Stadien der 
Stauung sowohl am Zungengewebe als auch an der subkutanen 
Lymphe des Beines. 

Zur Deutung der von mir beobachteten Erscheinungen laBt sich 
folgendes sagen. 

In den Versuchen an der Froschzunge wurde die Erhéhung der 
Pufferung neben einer Verminderung der Wasserstoffionenkonzentration 
zu der Zeit beobachtet, wenn morphologisch schon stark ausgesprochene 
Diapedese nachgewiesen werden konnte. Es liegt der Gedanke nahe, 
daB gerade die im Gewebe liegenden Erythrocyten, die natiirlich aus 
dem Gewebsstiickchen nicht zu entfernen sind, die oben erwahnte 
Steigerung der Pufferung und Abnahme der Wasserstoffionenkonzen- 
tration bewirken. Denn bekanntlich (Reis und Vellinger!, Vles und 
Coullon®, Violle und Lecoeur*, Okuneff* u.a.) zeigt das Muskelgewebe 

welches ja den Hauptbestandteil des Zungengewelbes bildet 
eine schwachere Pufferung, und starker saure Reaktion als das Blut. 
Der Umstand, daB die venése Stauung im Zungengewebe bei langerer 
Dauer eine Herabsetzung der Pufferung und eine geringe Azidose 
hervorruft, kann in dem Sinne gedeutet werden, daB mit der Zeit 
die Pufferung der in den Geweben liegenden Erythrocyten erschépft 
wird und die lokale Anhaufung von sauren Stoffwechselprodukten 
(vor allem CQ,) die Reaktion der Gewebe verandert. 

Auch die von mir festgestellte Verschiebung des Pufferungs- 
maximums zur alkalischen Seite (s. oben) spricht wohl fiir die obige 
Annahme. Diese Verschiebung weist namlich auf ein Auftreten von 


1 P, Reis und E. Vellinger, C. r. d. séance de la Soc. d. Biol. 94, 1368, 
1926. 

2 F. Vles und A. Coullon, zitiert nach Reis und Vellinger. 

3 P. Violle und L. Lecoeur, C.r.d.séance de la Soc. d. Biol. 92, 425, 1925 

4 N.Okuneff, diese Zeitschr. 208, 328, 1929. 
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neuen Puffersubstanzen hin, mit einer wahrscheinlichen Dissoziations- 
konstante gleich dem entsprechenden py-Wert (vgl. Clark!). Nun ist 
bekanntlich die Dissoziationskonstante von Hamoglobin gleich | . 10~°’. 

Wenn die eben angefiihrte Annahme richtig ist, so kénnte man 
erwarten, daB zwischen der Periode der erhéhten Pufferung bzw. 
niedriger Wasserstoffionenkonzentration und der erniedrigten Pufferung 
bzw. Azidose eine Periode auftreten soll, in der die Reaktion und die 
Pufferung der Gewebe beinahe normal sind. Und wirklich findet man 
in den Ergebnissen der Versuche 10 und 11 (s. auch Abb. 3) fiir die 
Pufferung und die Reaktion der Zungengewebe annaihernd normale 
Werte. Wir haben es also mit einer Art ,,kompensierter lokaler Azidose‘‘ 
zu tun, die spiter eine ,,dekompensierte’’ wird. Die anfangliche Er- 
hédhung der Pufferung und die Verschiebung der Reaktion zur 
alkalischen Seite kénnte man von diesem Standpunkt als eine Art 
,,Cberkompensation“ bezeichnen. So kénnen wir die Diapedese bei 
der vendsen Hyperdmie als eine Art Regulationsvorgang betrachten, 
der zu einer Aufrechterhaltung der normalen lokalen Pufferung bzw. 
Reaktion fiihren kann. 

Zum Unterschied von den Versuchen am Zungengewebe wurde 
an der subkutanen Lymphe des Froschbeines eine Erhéhung der 
Pufferung bzw. des py-Wertes im Anfangsstadium der venésen Hyper- 
imie vermiBt. Da nun die Diapedese augenscheinlich auch in diesen 
Versuchen vorhanden war (Rosafarbe der sonst farblosen Lymphe), 
ist wohl anzunehmen, da®B in diesem Falle die Pufferwirkung der 
Erythrocyten zu schwach war, um der lokalen Anhaiufung von sauren 
Produkten bei venéser Stauung entgegenzuwirken. Die Unzulinglichkeit 
der Erythrocytenwirkung kénnte in diesem Falle dadurch bedingt 
sein, daB die Lymphe infolge ihrer relativen Armut an Eiweif schon 
an und fiir sich ein schlecliteres Puffersystem darstellt als das Gewebe. 

Eine vollstindige Kompensation der lokalen Azidose bei vendser 
Stauung findet wohl nur in dem Falle statt, wenn neben den aus den 
(iefifen heraustretenden Bluthestandteilen auch geniigende Puffermengen 
in loco vorhanden sind. 

AuBer den Erythrocyten kénnen wohl auch andere Blutbestandteile, 
vor allem die PlasmaeiweiBstoffe, die zum Teil bei venéser. Stauung 
ins Gewebe tibertreten, an den erwahnten Erscheinungen der Pufferungs- 
und Reaktionsregulation mitwirken. 


SchluBfolgerungen. 
1. Am Anfang der venésen Hyperimie wird die Pufferung der 
Gewebe der Froschzunge erhéht, die Reaktion etwas zur alkalischen 


1 W.M. Clark, The Determination of Hydrogen Ions, Baltimore 1927 
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Seite verschoben. Dann folgt ein Stadium, in dem die Pufferung und 
die Reaktion des Zungengewebes annahernd normal sind. In spateren 
Stadien der venésen Hyperimie kann im Zungengewebe eine leichte 
Azidose beobachtet werden, begleitet von einer Herabsetzung der 
Pufferung. 

2. In der subkutanen Lymphe des Froschbeins beobachtet man 
unter dem EinfluB der venédsen Hyperimie eine deutliche Herabsetzung 
der Pufferung und oft eine deutliche Azidose. 

3. Die Erhéhung der Pufferung und des py-Wertes der Gewebe 
bei der venésen Hyperimie der Froschzunge kann durch gleichzeitig 
stattfindendes Ubertreten der Blutbestandteile, vor allem der Erythro- 
cyten, ins Gewebe erklart werden. Die 

4. Diese letztere Erscheinung (Diapedese) der venésen Hyperamie 
kénnte als ein Regulationsvorgang betrachtet werden, der zum Auf- 
rechterhalten der lokalen Reaktion und Pufferung fiihrt. 
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Uber Fettbestimmungsmethoden. 


II. Mitteilung?: 
Die quantitative Bestimmung des Neutralfettes in tierischen Substanzen. 


Von 


Sch. R. Zinzadze. , 


(Aus der Tiflis-Georgischen Staatsuniversit’ id aus dem agrikultur- 
chemischen und bakteriologischen Instit.. uci Universitat Breslau.) 


(Eingegangen am 13. Februar 1930.) 


Im Jahre 1926 haben N. D. Zelinsky und ich! ,,eine neue Methode 
der quantitativen Fettbestimmung in tierischen Substanzen und 
in ganzen Organismen“ beschrieben. Das Verfahren besteht darin, 
daB die zu untersuchende tierische Substanz im Autoklaven auf 180° 
mit 2°, HCl 2 Stunden lang erhitzt wird (1) (2) (3). Dabei werden 
alle Bestandteile auBer Fett gelést, und die frei gewordenen Fette 
schwimmen auf der Oberflache der Lésung. Nach der Extraktion 
wird der Neutralfettgehalt ermittelt. 


Der Hauptzweck der Methode ist es, die wirkliche Menge des Neutral- 
fettes zu bestimmen. 


Bei spiterer Anwendung dieser Methode gelang es mir, den Ex- 
traktionsapparat so zu verbessern, daB die Extraktion ohne Verlust 
an Lésungsmitteln ausfiihrbar ist. Der Apparat ist weiter unten be- 
schrieben (8. 185). AuBerdem ist es méglich geworden, die Ausfiihrung 
der Bestimmung etwas zu vereinfachen und abzukiirzen. So zeigte 


sich z. B., daB 


1. einstiindige Hydrolyse? im Autoklaven bei 180 bis 190° in 
Gegenwart von 2- oder 3 °,iger HCl vollstandig ausreicht, um genaue 
Ergebnisse zu bekommen. 

1 Erste Veréffentlichung diese Zeitschr. 175, 335, 1926. 

2 Frither haben wir zweistiindige Hydrolyse empfohlen. 


Biochemische Zeitschrift Band 220. 12 


= 
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2. Das Hydrolysierrohr, in dem die Hydrolyse ausgefiihrt wird, 
kann unverschmolzen in den Autoklaven gestellt werden!, da hierbei 
das auf dem Hydrolysat schwimmende Fett gar keine Verainderungen 
erfahrt. [Die Form des Hydrolysierrohres 1] ist in Abb. 1b (S. 187] 
angegeben.) 


3. Man kann das Hydrolysierrohr, in dem die Hydrolyse aus- 
gefiihrt wurde, unmittelbar in den Extraktionsapparat setzen und 
direkt extrahieren?. 


4. Fiir die Extraktion des gesamten Fettes erwies sich etwa 
] Stunde (anstatt 2 Stunden) als ausreichend. 


5. Die Ausrechnung lieB sich vereinfachen (s. FuBnote * 8. 180). 


Unter den genannten Vereinfachungen wird die Neutralfett- 
bestimmung folgendermaBen ausgefiihrt : 


Die Durechfiihrung der Neutralfettbestimmung in tierischen Substanzen. 


Fir die Durchfiihrung der Fettbestimmung sind nétig: 


1. Hydrolyse der Substanz im Autoklaven. 

2. Extraktion des Fettes aus dem Hydrolysat. 
3. Titration der frei gewordenen Fettsauren. 
4. Berechnung des Neutralfettgehaltes. 


1. Hydrolyse der Substanz im Autoklaven. 


5 bis 10g einer Durchschnittsprobe der Substanz* werden in ein 
Hydrolysierrohr* aus Jenaer Glas® eingewogen, mit etwa 50 ccm einer 


1 Anwendung zugeschmolzener Roéhren ist dann nétig, wenn bei 
Massenanalysen auf einmal viele Proben hydrolysiert werden miissen und 
dieselben bis zur Extraktion lange Zeit (z. B. nicht weniger als 2 Tage) 
aufzubewahren sind. 

2 Bei der in friiheren Arbeiten (1) beschriebenen Methode mubte das 
Hydrolysat aus dem zugeschmolzenen Rohr in den Extraktionsapparat 
umgefiillt werden. 

3 Es empfiehlt sich, fiir die Titration, zur Vermeidung des Wagungs- 
fehlers, sowie fiir bessere Bereitung der Durchschnittsprobe, nicht wenige: 
als 5g Substanz zu nehmen. Auf je 5g Substanz sollen nicht weniger al: 
30 bis 40 ccm 2- bis 3°,iger HCl verwendet werden. 

4 Beschreibung des Hydrolysierrohres, das auch als Extraktionsgefal' 
dient, s. Abb. 1b (8S. 187). 

5 Das Hydrolysierrohr mu unbedingt aus gutem Jenaer Glas sein, 
weil, wie in friiherer Arbeit (1) auf 8S. 340 betont wurde, manche Glassorten 
im Autoklaven zerstért werden. Daher ist es unbedingt notwendig, um dir 
Glassorten zu priifen, sie vorher einem Blindversuch zu unterziehen und fest- 
zustellen, daB das Glas sich dabei nicht verdndert. Am besten sind die Glas- 
sorten vom Jenaer Glaswerk Schott u. Gen., Jena (s. Liste 4055g, Nr. 29). 
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2. bis 3°, igen Salzsiure versetzt und im Autoklaven! 1 Stunde bei 
180 bis 190°* erhitzt?. Nach Abkiihlen des Autoklaven wird das 
Hydrolysierrohr herausgenommen und das Hydrolysat der Extraktion 
unterworfen. 


2. Die Extraktion des Fettes aus dem Hydrolysat. 


Das Hydrolysierrohr 11** dient zugleich als ExtraktionsgefaB. In 
dieses wird der Trichter 12 (Abb. la auf 8. 187) gesetzt, mit destilliertem 
Wasser bis zu zwei Drittel seines Volumens gefiillt, von auBen gut ge- 
reinigt und mit dem Glasstab (mit Haken, Abb. 1b) in den Extraktor 2 
so gesetzt, wie es in Abb. 1 angegeben ist®. Alsdann wird der Extraktor 
an einem Stativ befestigt, mit dem zugeschliffenen Kélbchen, in dem 
sich 60 bis 100cem Petrolither (Siedepunkt 50 bis 60°) befinden, 
verbunden und der Kiihler* eingesetzt. Das Kélbchen 10 wird im 
Wasserbad 32 erwarmt (60 bis 70°). 


Der Apparat (s. 8. 187) wirkt wie folgt: 


Die Petrolatherdampfe steigen aus dem Kélbchen 10 durch das Rohr 26 
und Offnung 25, das ExtraktionsgefaB 11 umspiilend, nach oben und treten 
aus dem Raum II durch die Ringéffnungen 4 in den Raum I iiber. Dort 
kiihlen sie sich an der Kiihlschlange 5 ab, und das Kondensat flieBt in den 
als Sammelbehalter fiir dasselbe dienenden Raum ITI. 

Die Zirkulation des Petrolathers bei der Extraktion wird so reguliert, 
daB man die aus dem AbfluBrohr 8 in den Trichter 12 abflieBenden 
Tropfen sehr schnell zaihlen kann. Die Extraktion ist beendet, wenn 
(nach etwa 1 Stunde) ein aus der Abzapfleitung 30 (Abb. 1, S. 187) 
abflieBender Tropfen keinen Fettfleck auf Filtrierpapier mehr gibt. 
Nach Beendigung der Extraktion wird der Hahn entsprechend ge- 
dreht; dadurch wird der Petrolather vom Fett getrennt und im 
Raum IIT gesammelt. 


1 Hierzu eignet sich am besten ein Autoklav mit automatischer Tem- 
peraturregulierung. 

* Dabei wird die Zeit des Anheizens des Autoklaven auf 180° und die 
Abkiihlzeit nicht mitgerechnet. 

2 Hierbei werden im Autoklaven etwa 10 Atm. Druck sein. 

** Das Volumen des Hydrolysierrohr-ExtraktionsgefaBes 11 (Abb. 1b) 
soll (bei gewéhnlichen Analysen mit 5 bis 10g Substanz) etwa 100 ccm 
betragen. 

3 Das Loch 34 (Abb. 1 und 1b) muB unbedingt, wie es in Abb. 1 gegeben 
ist, senkrecht tiber dem Hahn 28 sein, damit bei der Extraktion von dem 
Loch 34 ausflieBender Petrolather mit extrahiertem Fett nicht durch 
Réhre 25 (von wo die Darapfe aufsteigen), sondern nur durch Hahn 28 
zuriickfliesen kann. 

4 Als Kiihler konnen alle drei Ausfiihrungsformen dienen (Abb. 1, 2 
und 4, S.187 und 189). 


12* 
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3. Titration’. 


Der Riickstand?, Fett und Fettsauren, wird unter vermindertem 
Druck in einer CO,-Atmosphire getrocknet, alsdann werden 20 bis 
30 cem wasserfreien Petrolithers? (Siedepunkt 50 bis 60°) zugesetzt. 
Es wird geschiittelt und nach 15 bis 20 Minuten langem Stehen durch 
ein aschefreies, mit Petrolither gewaschenes Filter in ein Kélbchen 10) 
filtriert. Der Rest wird nach dem Abtreiben* des Petrolithers unter 
vermindertem Druck in einer CO,-Atmosphare getrocknet und ge- 
wogen (a gr.), dann in Alkohol (oder Alkohol + Ather) gelést und mit 
alkoholischer Natronlauge®, die in jedem Kubikzentimeter 3,1573 mg 
(oder 3,1573 g im Liter) NaOH enthalt, in Gegenwart von 2 bis 
3 Tropfen Phenolphthalein titriert. 


4. Berechnung des Neutralfettgehalts. 


Das Gewicht des neutralen Fettes wird nach folgender Formel berechnet : 
a+g= 2*, 
wo a = Fett + Fettsiuren in Gramm ist: 
g = Milligramm Glycerinrest gleich der Zahl Kubikzentimeter ver- 
brauchter NaOH, die je Kubikzentimeter 3,1573 mg Alkali enthalt ; 
x = gesuchtes Gewicht des neutralen Fettes. 


1 Da der durch Titration ermittelte Glycerinwert in den meisten 
Fallen sehr gering ist, so braucht man in den Fillen, wo es sich nur um die 
angenaherte Bestimmung des Rohfettgehalts handelt, keine Titration 
auszufiihren; dadurch kann man die Durchfiihrung der Bestimmung be- 
schleunigen. 

2 Spezielle Untersuchungen, die in der fritheren Arbeit angefiihrt 
sind (1), haben gezeigt, da bei oben beschriebener Behandlung im Auto- 
klaven das Fett teilweise hydrolysiert wird, und da®8 das, was wir nach der 
Extraktion bekommen, ein Gemisch von Fett und Fettséuren ist. Zu 
Berechnung der wirklichen Menge des neutralen Fettes mul eine Korrektur 
auf Glycerinrest eingefiithrt werden. Dieser Glycerinrest wird durch Titration 
bestimmt (s. auch Bemerkung * auf dieser Seite). 

8 Wasserfreien Petrolather kann man aus den Resten der voran- 
gegangenen Fettbestimmung nach diesem Verfahren erhalten durch 
Destillation des Petrolithers in demselben Extraktionsapparat, in dem 
die Extraktion und Destillation durchgefiihrt wurde. Dazu werden aus 
dem Apparat die Teile 11 und 12 entfernt. Das Destillat wird aus Abzapt- 
leitung 6 abgezogen. 

4 Das Abtreiben des Petrolathers wird genau so ausgefiihrt, wie in voran- 
gehender Anm. 3 angegeben ist. 

§ Man kann natiirlich auch mit alkoholischem KOH titrieren. In 
diesem Falle miissen in jedem Kubikzentimeter 4,4278 mg KOH sein. 

* Zur Vereinfachung der Ermittlung des Neutralfettes (s. (1) S. 339) 
erwies es sich als beyuem, die in Freiheit gesetzten Fettséiuren zu titrieren 
unter Verwendung von NaOH, die 3,1573mg NaOH je lcem enthilt. 

Dabei entspricht die Zahl Kubikzentimeter an verbrauchter Lauge 
gerade der Menge Glycerinrest (g) in Milligramm, die zu der Summe Fett 
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Der Prozentgehalt an Neutralfett ist nach folgender Formel zu berechnen : 


a - 100 ers 
Es s = % Neutralfett. 
wobei S = Gewicht der zur Bestimmung genommenen Substanzmenge ist. 


Als Beispiel (von mehreren, von mir ausgefiihrten Bestimmungen), 
daB die oben beschriebene verbesserte Methode genau so gute Ergebnisse 
gibt wie die frithere, mit N. D. Zelinsky beschriebene urspriingliche Methode, 
mége hier die Tabelle I angefiihrt werden. 


Tabelle I. 


Neutralfettgehalt in Prozenten. 





Urspriingliche Methode Verbesserte Methode 


() 1. 567) 4. 5,74) 
“> ree 2 554' 571* 5. 568 5,78* 
l) 3 B91] 6. 5.83) 
jj] 2 287) 4. 2381) 
2. Fisch } 9° 919! 298 5. 249) 234% 
li} 3 gal 6. 221] 
| 1. 10,37 | 4. 10,51 
$8. Schusinsilelesh 2. 10.12 | 10,25* 5. 10.33 | 10,37* 
| 8 1025) 6. 10.28] 


* In allen Fallen wurde zuerst eine Durchschnittsprobe hergestellt, die dann in 6 Teile 
geteilt wurde. 


+ Fettsiuren zu addieren ist, um die wahre Menge an Neutralfett zu 
erhalten. 
Diese Berechnung ist nach dem folgenden Schema ausgefiihrt. Bei Hydro- 
lyse des Fettes ist: 
HC—H—0—CO—R 
C—H—O—CO—R + 3H,0 - 
HC—H—O—CO—R 


HC —H—OH 
C —H—OH + 3R—COOH. 
HC —H—OH 


wobei R = Fettséuren des Neutralfettes ist. 

Um also das Gewicht des Neutralfettes zu berechnen, mu man nur 
den Glycerinrest C,H, ermitteln. Das geschieht ganz einfach durch die 
Titration der frei gewordenen Fettsiuren mittels NaOH (bzw. KOH). 

Nach oben gegebenem Schema entsprechen 120,03 g NaOH 38,016 ¢ 
des Glycerinrestes (C,H,). 

Demnach entspricht 1 mg Glycerinrest 3,1573 mg NaOH. 

Wenn wir jetzt eine Lésung herstellen, die 3,1573 mg NaOH je Kubik- 
zentimeter enthalt, so ist die Anzahl Kubikzentimeter, die zur Neutrali- 
sierung der in Freiheit gesetzten Fettsiuren verbraucht werden, gleich 
der Zahl Milligramme Glycerinrest (q). 

(Fir KOH ist der entsprechende Faktor (168,33: 38,016 = a: 1) 
gleich 4,4278 mg KOH in Il cem.) 

Zur Titration ist eine Alkohollésung (95°%iger reiner Alkohol) von 
NaOH, die genau oben angegebene Konzentration besitzt, herzustellen. 
Indikator ist Phenolphthalein. 
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Es ware natiirlich besser gewesen, wenn ich oben beschriebene Method 
mit anderen verglichen hatte. Aber, wie erwahnt, gibt es kein Verfahren, 
das als einwandfrei bezeichnet werden kann, und darum hatte es keinen 
Zweck, einfache Vergleiche vorzunehmen. Es mu ein kritisches Studium 
der besten bis jetzt vorgeschlagenen Verfahren unternommen werden, 
um zu sehen, wieweit sich dieselben fiir Neutralfettbestimmungszwecke« 
eignen oder noch vervollstandigt werden kénnen. Die Arbeiten in dieser 
Richtung sind bereits angefangen. 

Jetzt aber muBte gepriift werden, ob mein Verfahren wirklich: 
genaue Ergebnisse liefert, d. h. 

1. ob die Entfettung der Substanz vollstandig ist und 

2. ob das extrahierte Fett keine Verunreinigungen enthalt. 


1. DaB die Entfettung der Substanz vollstaindig ist, geht aus 
folgender Tatsache hervor: Nach Beendigung der Extraktion! wurde im 
Extraktor vorhandenes Hydrolysat durch ein aschefreies Filter filtriert ; 
der auf dem Filter gebliebene geringe Niederschlag, in dem sich noch Fett 
befinden konnte, mit etwas 20°, iger Natronlauge durch Kochen auf- 
geschlossen, mit HCl angesiuert und extrahiert (wie bei der Aus- 
fiihrung der Fettbestimmung). In keinem,einzigen Falle konnte ein 
Fettfleck auf dem Filtrierpapier, sowie ein wigbarer Fettriickstand er- 
halten werden. 

2. Um zu priifen, ob das extrahierte Fett (d. h. Fett + Fettsauren 
vor der Titration) keine Verunreinigungen enthilt, habe ich in 
ihm den Gehalt an Asche?, P,O, und N* bestimmt. Es erwies sich 
in allen Fallen véllig aschefrei, wihrend die geringen Spuren von N und 
P,O;, die dort vorhanden waren, auf die Genauigkeit der Fettbestimmung 
keinen Einflup haben kénnen. 

Durch diese Versuche glaube ich bewiesen zu haben, daB man 
mittels meines Verfahrens die wirkliche Menge von Neutralfett  er- 
mitteln kann. 


1 Uber die Ermittlung der Beendigung der Extraktion s. S. 179. 

2 Die Asche wurde durch Verbrennen im Platintiegel bestimmt. 

Eine Einwage des extrahierten Fettes + Fettsauren wurde in reinem 
wasserfreien Petrolather gelést, die Lésung in den Platintiegel gegossen 
und der Ather auf dem Wasserbad eingedampft. Der Riickstand wurd: 
vorsichtig verkohlt und zum Schlu®B verascht. Dabei ist keine wagbare 
Asche geblieben. 

* Zur Bestimmung von N und P,O,; wurde eine Einwage des extra- 
hierten Fettes + Fettsiuren in 100cem wasserfreiem Petrolather gelést 
und fiir jede Bestimmung die Halfte genommen. 

N-Bestimmung. 50ccm der Lésung wurden in einen Kjeldablkolben 
gebracht, der Ather auf dem Wasserbad verdampft, die Probe wie iiblic!: 
aufgeschlossen und _ iiberdestilliert. Ammoniak wurde kolorimetrisch 
mittels des Nesslerschen Reagens bestimmt. Es waren nur Spuren vor- 
handen. P,O, wurde kolorimetrisch nach meiner Mo-Blaumethode bestimmt 
(8,9). P,O,; war ebenfalls nur in Spuren vorhanden. 
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In dieser Zeitschrift 200, 280 hat G. Rosenfeld ,,Uber Fettbestim- 
mungsmethoden* eine Arbeit (7) veréffentlicht, in welcher er auch seine 
Meinung iiber unsere (1) Methode ausgesprochen hat. Er sagt, dab 
die Verwendung des Autoklaven a priori bessere Resultate erwarten 
laBt“*, aber nach seiner Meinung ist ,,itberhaupt die AufschlieBung der Sub- 
stanz als Vorstufe der Entfettung eine nur theoretische Forderung, die 
keineswegs zu besonders hohen Exaktwerten fiihrt‘. 

Ich méchte jetzt hier versuchen, kurz auf diese Frage einzugehen, 
erstens, um nochmals die Ziele der von mir ausgearbeiteten Methode zu 
betonen, und zweitens, um zu der sehr alten Streitfrage Stellung zu nehmen, 
welches der Wert der auf Extraktion bzw. AufschlieBung sich aufbauenden 
Verfahren ist. 

Um nicht langst bekannte Tatsachen zu wiederholen, bemerke ich 
nur, daB schon Dormeyer (4) und nach ihm viele andere klar nachwiesen?, 
da es tiberhaupt unméglich ist, direkt durch Extraktion alles Fett aus tierischen 
Substanzen herauszuziehen 2, selbst bei 843stiindiger Extraktion mit Ather (4). 
Aus diesem Grunde sind AufschlieBungsmethoden vorzuziehen, da hierbei 
der genannte Fehler in sehr einfacher Weise umgangen wird, d.h. wir 
kénnen aufgeschlossenen Substanzen ziemlich leicht alles Fett entziehen. 

Ks ist deshalb sehr verstandlich, dali die Methode von Kumagawa-Suto 
(die in der Zersetzung der Probe mittels NaOH besteht), grofie Verbreitung 
fand. Wie ich aber schon bemerkte, ,,kann diese Methode nicht als Universal- 
methode betrachtet werden, weil das Verhaltnis der Fettsauren nicht in 
allen Fetten gleich ist, weshalb der Kumagawa-Sutosche Faktor 1,046 
nicht fiir alle Faille zutreffend sein kann‘‘* [(1) S. 335). 

Meine oben beschriebene Methode ist frei von diesen Feblern. 

Ich méchte hier nochmals hervorheben, daB das Hauptziel meiner 
Methode die Bestimmung des neutralen Fettes, d.h. der Triglyceride der 
in Wasser unléslichen Fettsauren, ist‘. 


Einer der Hauptunterschiede und Vorziige meiner Methode gegeniiber 
der Methode von Kumagawa-Suto (sowie der anderen Methoden, darunter 
auch der Methode Rosenfelds) besteht darin, daB ich das gesamte Fett 
in unverdindertem Zustande erhalte, dank der Verwendung von schwachen 
Sduren (3°, HCl), da, wie bekannt, das Verseifungsvermégen der 
H-lonen 1400mal kleiner ist als das der OH-Ionen (5). Die geringe 
Fettmenge, die trotzdem verseift wird, wird mittels Titration ermittelt. 


Es lassen sich also in theoretischer Hinsicht gegen mein Verfahren 
keine Einwendungen machen. 


1 Kine kurze Ubersicht iiber diese Untersuchungen befindet sich in 
unserer fritheren Arbeit (1). 

2 Dies bezieht sich natiirlich auch auf die Methode von Rosenfeld, 
obwohl sie etwas spater ausgearbeitet wurde, als die Dormeyerschen Unter- 
suchungen durchgefiihrt wurden. 

3 Um dies zu vermeiden, kann man die Fettsaéuren titrieren und den 
Fettgehalt nach unserer Formel berechnen. 

* Wenn natiirlich Triglyceride von wasserléslichen niedrigen Fei tséuren 
vorhanden sind, so werden die Ergebnisse falsch, aber von diesem Fehler 
sind auch die anderen Methoden nicht frei. 
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Bei der praktischen Ausfiihrung hat meine Methode folgende 
Vorziige : 

1. Sie nimmt verhiltnismafig wenig Zeit! in Anspruch und ist 
besonders fiir Massenanalysen zu empfehlen, da man im Autoklaven 
auf einmal mehrere Proben hydrolysieren kann. 

2. Die Fettbestimmung kann mit gleichem Erfolg in frischen wie 
in getrockneten Proben vorgenommen werden. 

3. Auch Knochenfett laBt sich ganz einfach bestimmen. 


Nach dieser Mothode lat sich vorlaufig nur das Neutralfett in tierischen 
Substanzen bestimmen. Ich habe einige Vorversuche mit pflanzlichen 
Substanzen vorgenommen. Es hat sich gezeigt, daB bei pflanzlichen Sub- 
stanzen (z. B. Maissamen) bei Behandlung im Autoklaven (180°, 2°, HCl) 
im Gegensatz zu tierischen Substanzen erstens gasférmige Hydrolysen- 
produkte entstehen, die in manchen Fallen derart den inneren Druck in 
dem Hydrolysierrohr (wenn dieses zugeschmolzen ist) erhéhen, daf dieses 
platzt, und zweitens auBer dem Fett ziemlich viel ungeléstes braunes 
Hydrolysat iibrigbleibt, das die Extraktion erschwert. 

Die Arbeiten iiber die Auffindung der Bedingungen fiir die Anwendung 
der Methode auf pflanzliche Substanzen werden fortgesetzt. _Nebenher 
werden Arbeiten durchgefiihrt, welche die Methode Kumagawa-Suto derart 
vervolistandigen sollen, da®B sie durch Anwendung von Titration und nach- 
folgende Berechnung des Fettgehalts nach meiner Formel genauer wird 
und allgemeinere Anwendbarkeit erhailt. Diese Arbeiten werden ver- 
offentlicht. 

Die vorliegende Arbeit wurde im chemischen Institut der Georgischen 
Staatsuniversitat zu Tiflis angefangen und im agrikulturchemischen Institut 
der Schlesischen Friedrich Wilbelm-Universitat zu Breslau weitergefiihri. 


Literatur. 
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1 Allerdings ist diese Methode schneller und genauer als mehrstiindige 
Extraktion nach Rosenfeld und anderen. 


che 


1 
Subst 
(Athe 

] 
(13)], 
appal 
ist me 
bunde 
unhys 

I 


tierisc 


1 


sind z 

2 
verwel 

D 
Destill 
und he 
jetzt 1 
(siehe 


erst vi 








ide 


ist 
yen 


wie 


nen 
nen 
ub- 

Cl) 
en- 
in 
Ses 
nes 


ing 
her 
‘art 
ch- 
ird 
ver- 


hen 
tut 
ari. 


oTi- 
yer. 
em. 


-hr. 
ng, 


lige 


Uber Fettbestimmungsmethoden. 


Ill. Mitteilung: 


Extraktionsapparate mit neuen Kiihlern' fiir automatische Zuriick- 
gewinnung der Extraktionsmittel*. 


Von 
Sch. R. Zinzadze. 


(Aus der Tiflis-Georgischen Staatsuniversitét und aus dem agrikultur- 
chemischen und bakteriologischen Institut der Universitat Breslau.) 


(Eingegangen am 13. Februar 1930.) 
Mit 5 Abbildungen im Text. 


Bei der Extraktion (Fettbestimmung, Isolierung organischer 
Substanzen usw.) besitzt die Wiedergewinnung der Extraktionsmittel 
(Ather, Chloroform, Petrolather und andere) eine sehr groBe Bedeutung. 


Die friiher gebrauchlichen [(1) bis (9)], jetzt verwendeten [(10) bis 
(13)], sowie die verschiedenen dem Soxhletapparat ahnlichen Extraktions- 
apparate geniigen nicht alle dieser Forderung. Das Arbeiten mit ihnen 
ist meist mit Verfliichtigung und Verlust von Extraktionsmitteln ver- 
bunden. Diese Tatsache ist, abgesehen von dem Materialverlust, sehr 
unhygienisch (z. B. beim Arbeiten mit Chloroform, Ather u. a.). 


Bei der Durchfiihrung von Massenanalysen von Neutralfett in 
tierischen Substanzen verwendeten wir eine Apparatur, die in unserer 


1 Die in dieser Arbeit beschriebenen Extraktionskiihler (Abb. 1 bis 5) 
sind zum Patent angemeldet. 

2? Diese Kiihler kénnen auch fiir verschiedenste Destillationszwecke 
verwendet werden (siehe ,,Die chemische Fabrik‘ 1930, Nr. 13, S 113). 

Die in dieser Arbeit beschriebenen sowie andere Extraktions- und 
Destillationsapparate (14) sind von mir im Jahre 1926 konstruiert worden 
und haben sich gut bewaéhrt. Die Veréffentlichung derselben hat sich bis 
jetzt verzégert, da oben beschriebene Neutralfettbestimmungsmethode 
(siehe vorige Arbeit), fiir die diese Extraktionsapparate bestimmt waren, 
erst vor kurzem abgeschlossen ist. 
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Arbeit (13) beschrieben ist. Bei diesem Apparat geschieht die Riich 
gewinnung des Extraktionsmittels durch Umkehren des _ Kiihlers 
nach Beendigung der Extraktion. Aber wie zu erwarten war, hai 
es sich gezeigt, daB beim Umkehren des Kiihlers Extraktionsmitte! 
verloren gingen. Das veranlaBte mich, den Kihler so abzuadnder 
da dieser Verlust vermieden wurde. Zu diesem Zwecke ver 
wendete ich mehrere verschiedene Kihlertypen, von welchen dic 
unten beschriebenen drei Ausfiihrungen sich als die besten er 
wiesen. 

Bevor der von mir verwendete neue Extraktionskiihler beschriebe: 
wird, mu folgendes erwaihnt werden: Es sind Laboratoriums 
extraktionsapparate bekannt, bei welchen das verdampfte Lésungs 
mittel nach Wiederverfliissigung in einem Kiihler dem darunte: 
befindlichen ExtraktionsgefaiB auf dem Wege iiber einen mit einem 
Hahn versehenen Sammelbehalter zuflieBt [(9b), (10), (11) u. a.]. Bei 
diesen Apparaten liegt die Steigleitung fiir die Dampfe des Lésung- 
mittels auBerhalb des Apparates, so dab wegen der Kiihlung 
durch die AuBenluft Warmeverluste entstehen und die Gefahr nicht 
ausgeschlossen ist, daB ein Teil der aufsteigenden Dampfe schon in 
der Steigleitung kondensiert und das Kondensat durch die Steigleitung 
in den Lésungsmittelbehalter zuriickstrémt. 

Andererseits ist ein Extraktionsapparat bekannt (9a), bei welchem 
der mit einem Dreiweghahn versehene Sammelbehalter fiir das wieder 
verfliissigte Lésungsmittel als Ringraum ausgebildet ist, dessen 
mittleren Leerraum das verdampfte Lésungsmittel auf dem Wege 
zum Kiihler durchstrémt. Bei diesem Apparat fehlt aber die Gewalh 
dafiir, daB die nach dem Verdampfen wieder kondensierte Flissigkeit 
unter allen Umstanden erst in den Sammelbehalter und aus diesem 
erst dann in das ExtraktionsgefaB gelangt, wie dies zur restlosen 
Wiedergewinnung des Lésungsmittels nach beendeter Extraktion 
erforderlich ist. 

Die unten beschriebenen Extraktionskiihler vermeiden diese 
Nachteile dadurch, daB sie die erwahnten zwei Anordnungen mit- 
eindnder vereinigen; einmal ist namlich die gegenseitige Lage des 
Sammelbehalters und ExtraktionsgefaBes derart, daB das verdampfte 
und wiederverfliissigte Lésungsmittel dem ExtraktionsgefaB nur auf 
dem Wege iiber den mit einem Hahn versehenen Sammelbehalter 
zuflieBen kann; zweitens ist der Sammelbehalter als Ringraum aus 
gebildet, dessen mittleren Leerraum das verdampfte Lésungsmitte! 
auf dem Wege zum Kiihler durchstrémt. 


In den hier eingefiigten Zeichnungen sind alle drei Ausfiihrung:- 
formen des neuen Extraktionskiihlers dargestellt. 
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Der Extraktionskiihler nach Abb. 1 besteht aus zwei Teilen, 
\tthler 1* und dem eigentlichen Extraktor 2. 


dem 


Der Kiihler ist zylindrisch ausgebildet und durch eine mit dem FuGrand 
in den Innenmantel der Zylinderwand anschlieBende innere ringférmige 
Scheidewand in einen oberen Raum I und einen unteren Raum IT geteilt. 
lie beiden Raéume stehen durch die Offnungen 4** der Schei 
miteinander in Verbindung. 


lewand 





Abb. la. 











Abb. 1. Abb. Ib 


* Etwa 20cm lang, 7 bis 8em Durchmesser. 

** Hier sind vier Offnungen an vier Seiten. Die Breite des Rohres 3 
mul 3 bis 4em sein. 

Theoretisch kann man annehmen, da’ die heiven Dampfe des Extrak- 
tionsmittels bei dem Durchgang durch das Rohr 3 dasselbe erhitzen und 
dadureh die im Ringraum IIT gesammelte Fliissigkeit zum Kochen bringen 
oder dai die Daimpfe selbst durch die Wande des Rohres 3 abgekiihlt 
werden und zuriickflieBen, ehe sie in den Raum I gelangen. Aber dies wurde 
nicht beobachtet, da die Weite des Rohres 3 grok genug ist (3 bis 4¢m), 
um die oben erwihnten Méglichkeiten zu vermeiden. 
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Der Raum I des Kiihlers hat im Innern die Kiihlschlange 5*. 


Der Ringraum III am FuBe der Ringwand 3 steht durch einen nac! 
auBen fiihrenden und dort eingebautem Dreiweghahn 9** und einer mi 
Abzapfleitung 6 versehene Cbergangsleitung 7, 8 mit dem Raum II i: 
Verbindung, in dessen Mitte die Ubergangsleitung als Auslauf endet. 

Der Kiihler 1 steckt in dem Extraktor 2 und ist in diesen im Teile Sch/ 
eingeschliffen. 

Der eigentliche Extraktor 2 hat einen Dreiweghahn 28, dessen An 
ordnung der des Hahnes 9 entspricht. Um festzustellen, ob die Extraktio: 
beendet ist, kann man durch die Abzapfleitung 30 einige Tropfen heraus 
nehmen und untersuchen®. (Die Abzapfleitung 30 mu, wie auf der Abb. | 
gezeichnet ist, sehr kurz und eng sein, damit bei der Probeentnahme nicht 
viel Fliissigkeit in ihr bleibt und keine Verluste entstehen kénnen.) 

Das Fubende 31 des Extraktors ist in den Hals des die extrahiert: 
Substanz + das Extraktionsmittel aufnehmenden Kolbens 10*** ein 
geschliffen. 

Im Innern des Extraktors sitzt das Extraktionsgefai8 11, in welehem 
rund um ein mittleres Rohr 12 der zu extrahierende Stoff (oder di 
Fliissigkeit) sich befindet. 

=xtraktionsgefaB 11 (s. Abb. 1b) ist ein Probierrohr mit einem Loch 34. 
Das Loch 34 dient dazu, um dieses GefaS mittels eines mit einem Haken 
versehenen Glasstabes in den Extraktor zu stellen oder aus diesem heraus 
zunehmen. 

Bei der Extraktion sitzt das GefaB 11 im Extraktor 2 auf den Nasen 37 
und 25****, so dali es mit der Nase 36 auf den Wanden fuBend nicht wackeln 
kann. 

Der innere Trichter 12 (Abb. 1 und 1a) wird in das Extraktionsgefi’ 11 
eingestellt, wo er mittels Nase 38 festsitzt und nicht wackeln kann. 

Das aus dem Kiihler kommende Extraktionsmittel tropft in diesen 
Trichter und flieSt durch die unten befindlichen schmalen Offnungen de: 

* Anstatt der Kiihlschlange 5 kann man natiirlich auch andere Kiihl- 
vorrichtungen verwenden, aber die Kiihlschlange ist zu bevorzugen, weil 
sie eine sehr groBe Oberfliche hat und dadurch mit wenig Wasserverbrauch: 
besser kiihlen kann. 

** Damit die Hahne (Abb. 1, Hahn 9 und 28; Abb. 2, 3, 4, Hahn 21) 
nicht herausfallen, wird tiber das freie Ende derselben, welches | cm lange! 
ist als sein Schliff, ein Gummiring 33 (Abb. 3) gezogen. 

1 Der Teil mit dem Schliff Schl des Kiihlers 1 kann zylindrisch wie in 
Abb. 1 oder auch konisch sein. Mittels der entsprechenden Umformung 
der Schliffteile Schl kann dieser Kiihler in jeden beliebigen Extraktions 
apparat eingepaBt werden. 

Es ist zweckmaBig, alle geschliffenen Teile mitNormalschliff zu versehen, 
da bei Bruch einzelne Teile leicht zu ersetzen sind. 


2 Wenn dies nicht n6étig ist, kann natiirlich dieser Hahn fehlen. 

*** Das Volumen des Kolben 10 mu8 etwas kleiner sein als das des 
Ringraumes IIT, damit bei der Beendigung der Extraktion alles Extraktion- 
mittel aus Kolben 10 in den Ringraum III sich iiberdestillieren laBt. 
**** Der Teil mit Offnung 25 dient als Dach, damit die Extraktionsmitte! 
nicht durch Réhre 25 (von wo die Dampfe aufsteigen), sondern durc! 
Hahn 28 zuriickflieBen (dariiber s. FuBnote 3 8S. 179). 
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\bzweigungen 13 ab (letztere miissen dicht auf dem Boden des Extraktors 
aufliegen). Die Zahl solcher Abzweigungen mu drei oder vier sein. 

Der ganze Apparat ist ausschlieBlich aus Glas und wird in zusammen- 
gestellter Form durch Abb. 1 (Héhenschnitt) veranschaulicht. 


Extraktion. 


Die Diaimpfe des Extraktionsmittels (welches durch die Offnung 39 
eingefithrt werden kann) steigen aus dem Kolben 10 durch das Rohr 26 
und die Offnung 25, das ExtraktionsgefaB umspiilend, nach oben und treten 
aus dem Raum IT durch die Ringéffnung 4 in den Raum I iiber. Dort 
kithlen sie sich an der Kiithlschlange 5* ab, und das Kondensat flie8t in 
den als Sammelbehalter fiir dieselben dienenden Raum III. Befindet sich 
der Dreiweghahn 9 in der gezeichneten Stellung, so lauft das Kondensat 
aus dem Raum III durch die Leitung 7 und den Hahn 9 in die! Leitung 8, 
flieBt aus derselben in das darunter befindliche Rohr 12 und in diesem 
abwarts, bis es durch dessen Bodenéffnung 13 zu dem zu extrahierenden 
Stoff tritt. 

Soll nach Beendigung der Extraktion das Lésungsmittel zuriick- 
gewonnen werden, so wird der Dreiweghahn aus der gezeichneten Stellung 
entsprechend gedreht, und das Extraktionsmittel sammelt sich im Raum ITI. 
Von hier kann man dasselbe durch die Abzapfleitung 6 abziehen!. 


Bei den hier gezeichneten Ausfiithrungsformen des Extraktionsapparats 
nach den Abb. 2 und 3 bzw. 4 und 5 ist gegeniiber der Ausfithrungsform 
nach Abb. | lediglich der Kiihler des Apparats geandert. 





a, ra bd 
15% So. =) 22 4 
8 33 
Abb. 3. Abb. 4 Abb. 5 


* Die Flie8cichtungen des Kiithlwassers in der Kiihlschlange 5 sind bei 
allen Ausfithrungsformen des Kiihlers durch Pfeile angezeigt. 

1 Die Abzapfleitung 6 erméglicht, das Extraktionsmittel abzuziehen 
z. B. wenn ein und dieselbe Substanz mit verschiedenen Extraktions 
mitteln behandelt werden soll), ohne den Apparat auseinanderzunehmen. 
-Ist aber dies nicht nétig, so kann der Kiihler ohne Abzapfleitung 6 (mit 
einfachem Hahn) hergestellt werden. 
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Bei der Ausfithrungsform nach Abb. 2 und 3 des Kiihlers ist « 
zylinderférmige Oberteil | mit einer mittleren Einschnitrung 14 versel 
in welche ein lotrechtes Rohr 15 eingesetzt ist. Dasselbe wird von d 
Kiihlschlange 5 umgeben und ist unter- und oberhalb der Kiihlschlan 
je mit einer mittleren wagerechten Scheidewand 16 und 16’, sowie unterha 
der unteren Scheidewand 16 mit Wand6éffnungen 17 und oberhalb «: 
oberen Scheidewand 16’ mit Wandéffnungen 17’ versehen. 

Der in Ausfithrung 1 (Abb. 1) erwaihnte Sammelbehalter ITT fiir d: 
Kondensat wird durch den Ringraum zwischen dem Rohr 15 und «: 
Wand des Oberteiles 1 gebildet. Am FuBende dieses Raumes IIT ist in dey 
Innenwand des Oberteiles 1 eine hochlaufende Rille 18 vorgesehen, 
mit einer Manteléffnung 19 des Rohres 15 zur Deckung gebracht werde 
kann. An die Rille 18 schlieBit die Ableitung 20 mit eingebautem gewoélh, 
lichem Hahn 21 an. 

Bei der Stellung der Teile gemaB Abb. 2 und 3 flieBt das Kondensuat 
aus dem Sammelbehalter III auf dem Wege iiber die Rille 18, die Mante! 
Offnung 19 des Rohres 15 und dieses selbst dem Extraktor zu. 

Werden das Rohr 15 um seine Langsachse und der Hahn 21 je um 9) 
gedreht, so kann man das Kondensat zwecks Wiedergewinnung des Extrak 


tionsmittels aus der Leitung 20 in ein darunter gestelltes Auffanggeta|) 


ablaufen lassen. 

Von der Ausfiihrungsform nach Abb. 2 und 3 unterscheidet sich div 
jenige nach Abb. 4 und 5 dadurch, da die hochlaufende Rille 18 im Ober- 
teil 1 und die Manteléffnung 19 des Rohres 15 fehlen. Dagegen besitzt 
das durch einen eingesetzten Pfropfen 22 gebildete obere Ende des Obe: 
teils 1 eine Randvertiefung 23 mit schrag ansteigenden Seitenrandern, 
wahrend das Kopfende des Rohres 15 eine in die Vertiefung passenc: 
Nase 24 aufweist. Bei geeigneter Lange des Rohres lat sich folgencs 
Wirkung erreichen: In der gezeichneten Stellung greift die Nase 24 in di 
Randvertiefung 23 ein und das Rohr 15 sitzt in der Einschniirung 1/4. 
wodurch der Raum I gegen denjenigen von IT abgeschlossen und am Fut 
ende des Raumes I der Sammelbehalter IIT fiir das Kondensat geschaften 
ist. An diesen Sammelbehalter schlieBt, wie bei der Ausfiihrungsform 
nach Abb. 2, die Abzapfleitung 20 mit eingebautem Hahn 21 an. Befindet 
sich dieser in der gezeichneten Stellung, so kann man das in dem Samme! 
behalter III befindliche Kondensat zur Riickgewinnung in ein unter- 
gestelltes GefaB durch die Abzapfleitung 20 hindurch abflieBen lassen 
Fiir die Extraktion wird der Hahn 21 geschlossen und das Rohr 15 um 9)! 
gedreht. Bei dieser Drehung wird, indem die Nase 24 des Rohres 15 aus 
der Randvertiefung 23 den Pfropfen 22 heraus- und auf dessen oberen 
Rand hinaufgleitet, das FuBende des Rohres 15 aus der Einschniirung 1!4 
herausgeschoben, so das das im Sammelbehilter IIT sich ansammelnc: 
Kondensat durch die Einsechniirung hindurch dem Extraktionsgefal) 
zuflieBt !. 

Zusammenfassung. 


Es werden neue Kiihler fiir Extraktions- und Destillationsapparate 
beschrieben (Abb. 1 bis 5). Die Kiihler sind so ausgebildet, daB in 
das Kihlrohr eine ringférmige, mit Durchtritts6ffnungen fiir die Dampfe 


1 Wenn es nicht nétig ist, das Extraktionsmittel abzuziehen, ohne 
» 


den Apparat auseinanderzunehmen, so kann man die Kiihler von Abb. 2 
und 3 ohne Hahn 21 herstellen. 
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Ri des Extraktionsmittels versehene Scheidewand eingebaut ist, welche 
he mit dem FuBrande an die Innenwand des Kiihlrohres anschlieBt und 
d dieses in einen oberen, mit einer nach auBen fiihrenden Leitung ver- 
me ; sehenen Raum, sowie einen unteren Raum teilt. 
re Dadurch wird es erméglicht, daB die Dampfe im Innern des Kiihl- 
rohres bis zur Kiihlschlange hochsteigen und das Kondensat herunter- 
di flieBt, um in dem oberen Raum der auBerhalb des Kiihlers befindlichen 
i Vorlage (mittels der nach auBen fiihrenden Leitung) gesammelt zu 
d werden. 
eden Vorziige dieser Extraktionskiihler. 
ohn 1. Véllig selbsttatiges Arbeiten. (Nach dem Ansetzen erfordert 
; der Apparat keine Beobachtung, gleichgiiltig, wie lange man ihn in 
a Betrieb laBt.) 
2. Die einfache Bauart und dadurch kein zeitraubendes Zu- 
n 90° sammenstellen und Auseinandernehmen der Gerateteile. 
tral 3. Vollstandige Extraktion in kiirzester Zeit mit wenig Lésungs- 
a mitteln. 
aie 4. Die beschriebenen Extraktionskiihler kénnen fiir alle gebrauch- 
Iber- lichen Extraktions- und Destillationsapparate (14) Verwendung finden. 
sit zt 5. Die Extraktion ist automatisch. 
va 6. Riickgewinnung von 95 bis 98°,, des Extraktionsmittels und 
fail daher sparsam im Gebrauch. 
rene 7. Es besteht die Méglichkeit, das Extraktionsmittel zu wechseln, ; 
nis ohne die Apparatur auseinanderzunehmen, und so dieselbe Substanz 
Sat hintereinander mit verschiedenen Extraktionsmitteln zu behandeln. 
oe Literatur. 
indet 1) H. Schwarz, Zeitschr. f. analyt. Chem. 23, 368, 1884. 2) C. Neu- 
nmel- mann, Ber. d. Deutsch. Chem. Ges. 18, 3061, 1885. 3) I. Tscherniac, 
inter- ebendaselbst 25, 3648, 1892. — 4) C. Th. L. Hagemann, ebendaselbst 26, 
Sse). 1975, 1893. — 5) I.J.L.van Riyn, ebendaselbst 28, 2387, 1895. 
n 90° 6) P. Rademacher, Chem.-Ztg. 1902, S. 1177. 7) Erich Baum, ebendaselbst 
5 ais 28, 1172, 1909. 8) N. Winter, ebendaselbst 28, 1271, 1909. — 9) a) Deutsche 
beren Patentschrift Nr. 99226 (29. Januar 1898); b) Nr. 390685 (24. Februar 1924). 
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Uber Jod- und Rhodan-Bindungsvermégen und Lipoidgehalt 
der Serumeiweibfraktionen bei Lues und Morbus Basedowii'. 


Von 
B. Lustig und G. Botstiber. 


(Aus dem pathologisch-chemischen Laboratorium der Rudolfstiftung, 


Wien ITI.) 


(Eingegangen am 15. Februar 1930.) 


Die moderne Bewegung fiir die Jodeinfuhr in den Organismus? hat 
eine verstarkte Aufmerksamkeit auf die, gegeniiber der normalen, bei 
Basedow sehr geringe und bei Lues sehr starke Jodvertriglichkeit hin- 
gelenkt. Uber die Ursachen dieser Erscheinung ist verhaltnismaBig 


wenig bekannt. 

Der normale Jodspiegel im Blute betrigt nach Kendall und Richardson‘ 
etwa 13 y-°4. Lunde und Closs* tinden 11 bis 12 y-°4, bei Kretins nu: 
5 bis 7 y-°%, sie unterscheiden zwischen dem alkoholléslichen und dem ai 
EiweiB gebundenen Jod, das letztere betragt 1 bis 4 y-°4 und ist bei Hyper 
thyreosen erhéht. Durch kleine Jodgaben wird nach ihren Angaben die 
Menge des Jods in der EiweiBfraktion vermindert. Veil und Sturm® finden, 
je nach der Jahreszeit, veranderte Jodwerte im Blute, und zwar im Spat- 
sommer und Herbst 12,8 y-°4, im Winter 8,3 y-°,, bei Unterfunktion ist 
der Jodgehalt vermindert, bei Hyperfunktion vermehrt, bei hyperthyreoti 
scher Struma steigt der Jodgehalt bis 20 bis 51 y-°,,. Uber die Vertriglich- 
keit des Jods bei Lues existiert eine groBe Literatur, die aber nicht niiher 
auf die chemische Seite dieser Erscheinung eingeht. Bei Basedow soll nach 
G. S. Williamson und I. H. Pearse® die jodbindende Titigkeit der Schild 
driise darnieder liegen. In der normalen Schilddriise ist nach Blum und 
Griitzner? das Jod fast nur in organischer Form vorhanden. Nach Einnahme 


1 Kine kurze Mitteilung iiber die hier angegebenen Resultaté siehe 
E. Freund, Wiener klinische Wochenschrift Nr. 48 vom 28. November 192%. 
Protokoll der Sitzung der Gesellschaft der Arzte in Wien. 

2 M. Englinder, Wiirzb. Abhandl. a. d. ges. Geb. d. Med. 6, H. |, 
1929; K. Scharrer, Chemie und Biochemie des Jods. 1929; A. Slauck, Beih 
z. med. Klin. 22, H. 3, 1926. 

8 Journ. of biol. Chem. 48, 149 und 161, 1920. 

4 Ber. ii. d. ges. Phys. 48, 674, 1929. 

5 Deutsch. Arch. f. klin. Med. 147, 166, 1925. 

® Ber. ii. d. ges. Phys. 49, 793, 1929. 

? Zeitschr. f. phys. Chem. 85, 424, 1913; 110, 
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on Jodkali findet die Vermehrung des Jods in der Schilddriise auf dem 
\Vege der Umwandlung des ionisierten Jods in organisch gebundenes statt. 
Uber die Wirkung von Mikrojoddosen auf Hypothyreosen unterrichtet die 
Zusammentassung von MW. Englander’. 

Andererseits finden wir eine Reihe von Veranderungen in der Verteilung 
der EiweiBkérper und der Lipoide im Serum von Luetikern im Gegensatz zu 
ler Norm angegeben. Mit diesen Verainderungen scheint der spezifisch sero- 
logische Nachweis der Erkrankung bei verschiedenen Methoden im Zu- 
sammenhang zu stehen. So findet unter anderen ./. Hashimati®, daB bei Lues 
die Globuline, und zwar besonders die Euglobulinfraktion vermehrt ist, diese 
Vermehrung geht aber nicht mit der Starke der Wassermannreaktion parallel. 
Friesch und Jené* finden starke Verinderungen des freien und gebundenen 
Cholesterins bei Lues, sowie eine Erhéhung der Lecithinwerte bei Salvarsan- 
ikterus. Peretz und Ginsberg* glauben mit Hilfe einer biologischen Methode 
eine Verminderung der Lipoide bei Lues gefunden zu haben, jwelche Ver- 
minderung hauptsichlich auf das Cholesterin zuriickzufiihren ist. Feigl® 
beobachtete wiederum eine Vermehrung der Lipoide bei Lues. /to Kinschiro 
und Kunitaro Kanamava® finden eine Erhéhung des Cholesterins — bei 
positiver Wassermannreaktion. Das von J. Bettoni’? gefundene héhere 
Drehungsvermégen und die von R. N. Chopra und S.G.Chandhury® ge- 
fundene erhéhte Viskositit der luetischen Sera werden ebenfalls auf Ver- 
anderungen in der Verteilung der EiweiBkérper und besonders der Lipoide 
bezogen. Nach Kapsenberqg® sind die Globuline die einzigen Triiger der 
Wassermann-, Sachs-, Georgi- und der Agglutinierungsreaktion, andererseits 
werden von Epstein und Paul’ die Extraktlipoide als Trager der Wasser- 
mannreaktion angesehen. Bei allen drei Stadien der Syphilis ist nach 
A. Papayamo™ die Benzoereaktion an die Globuline gebunden. Die bei 
der ersten und zweiten Meinickereaktion und 1). M. entstehenden Nieder- 
schlige sollen nach Meinicke™ hauptsiichlich aus Serumglobulin mit Bei- 
mengung von Organextraktlipoiden bestehen. Eine Reihe Autoren haben 
die Bindungsverhiiltnisse der Lipoide an die einzelnen EiweiBkérper unter- 
sucht. <A.H.T. Theorell’® untersuchte die Lipoide der EiweiBkérper des 
Rinderplasmas und fand die Hauptmenge des Cholesterins bei Fibrin und 
Albumin und nur 20°, bei Globulin. Der organische Phosphor war haupt- 
sichlich bei Fibrin, am wenigsten bei Albumin vorhanden. Ebenso fanden 
Handovsky, Lipmann und Bosse! im Kaninchenserum 25°, des Cholesterins 


1 M. Englander, s. Note auf voriger Seite. 

2 Ber. ti. d. ges. Phys. 51, 145, 1929. 

3 Zeitschr. f. klin. Med. 106, 701, 1927. 

* Arch. f. Psych. u. Nervenkrankh. 83, 533, 1928. 
5 Diese Zeitschr. 86, 171, 1918; 90, 1, 1919. 
6 Ber. ii. d. ges. Phys. 43, 429, 1928. 

7 Ebendaselbst 52, 495, 1930. 

§ Ebendaselbst 52, 115, 1929. 

* Ebendaselbst 48, 276, 1929. 

10 Arch. f. Hyg. 90, 98, 1921. 

1 Ber. f. d. ges. Phys. 51, 144, 1929. 

12 Deutsch. med. Wochenschr. 1920, Nr. 37. 


13 Diese Zeitschr. 175, 297, 1926. 
Pfliigers Arch. 1925, H. 1, S. 210. 
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an Globulin gebunden. Jnoue' hat nach Cholesteringaben (per os) < 
Euglobulinfraktion vermehrt, das Albumin im Serum vermindert gefunde: 
K. Frankenthal? und FE. K. Wolf und K. Frankenthal® gaben an, daB d 
Hauptmenge der Lipoide in der Norm mit den Globulinen ausfillt, b 
Lues aber mit Albuminen. 

Mit Riicksicht auf das anfinglich erwahnte gegensitzliche Ve: 
halten des Organismus von Luetikern und Basedowikern gegen 
iiber der allgemeinen Jodaufnahme und iiber die Veranderungen 
in der Verteilung der Lipoide der EiweiBkérper des Serums bei Lues 
haben wir unternommen, bei Normalen, Luetikern und Basedowikern 
einerseits das Jodbindungsvermégen der einzelnen Eiweibfraktionen 
des Serums nach Zugabe von Jodkali, andererseits sowohl die Menge 
und Art der Lipoide des Gesamtblutes, sowie die Verteilung derselbe: 
auf die einzelnen EiweiBfraktionen des Serums zu untersuchen. Da 
die starken Widerspriiche der bisherigen Literatur meist auf die Un. 
genauigkeiten der Methoden, sowie der zu geringen Mengen von Unter- 
suchungsmaterial zuriickzufiihren sind, wurden die Untersuchungen 
mit méglichst groBen Blutmengen unter Anwendung von Parallel- 
bestimmungen méglichst genau ausgefihrt. 

Wir gingen zuerst an die Untersuchung des Jodbindungsvermégens 
der einzelnen EiweiBfraktionen des Serums bei Normalen, Lueskranken 
und, soweit Material erhaltlich war, bei Basedowikern. Die Durch- 
fiihrung gestaltete sich folgendermaben: Gleiche Mengen von normalem 
Lues- und Basedowserum (Menge je nach der Versuchsreihe 10 bis 
25 ccm Serum) wurden mit den im einzelnen Versuch gleichen Mengen 
Jodkali versetzt, 1 bis 2 Stunden im Brutschrank bei 38° belassen, 
dann mit gleichem Volumen physiologischer Kochsalzlésung und 
gleichem Volumen gesattigter Ammonsulfatlésung versetzt (ist gleich 
Drittelsattigung, Euglobulin-Fraktion). Der ausgefallene Niederschlag 
wurde auf einem méglichst kleinen Blaubandfilter filtriert, zweima! 
mit je 5cem drittelgesittigter Ammonsulfatlésung gewaschen, dann 
hitzekoaguliert. Das Filtrat plus Waschwasser wurde mit gesattigte: 
Ammonsulfatlésung auf Halbsattigung gebracht, wie oben filtriert und 
zweimal mit je 5ccm halbgesattigter Ammonsulfatlésung gewaschen 
und hitzekoaguliert (gleich: Pseudoglobulin-Fraktion). Im Filtrat det 
Halbsiattigung wurde das Albumin durch Hitzekoagulation gefallt und 
filtriert. Die drei EiweiBfraktionen wurden nach der Hitzekoagulation 
so lange mit heiBem Wasser gewaschen, bis ein Tropfen des Filtrats 
eine kaum merkbare Nesslerreaktion gab. In den Eiwei8kérpern wurde 
der Jodgehalt nach Fellenberg* bestimmt, wobei wir die Methoden etwas 


1 Ber. ii. d. ges. Phys. 42, 700, 1928. 
9~ 


2 Zeitschr. f. Immun. u. exper. Ther. 42, 501, 1925. 
3 Ber. ii. d. ges. Phys. 33, 402, 1926. 
‘ Diese Zeitschr. 189, 371, 1923. 
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modifizierten, da wir bei genauer Befolgung der Fellenbergschen Vor- 
schrift bei Parallelbestimmung zu groBe Differenzen bekamen. Die 
Methode war kurz folgende: Das Filter mit den EiweiSkérpern und 
mit einem Zusatz von 5ccm 20°,iger KOH wurde in einer flachen 
Nickelschale maBig gegliiht, bis die Hauptmenge verascht war. Dann 
wurde mit Wasser ausgelaugt und durch ein Blaubandfilter filtriert. 
Der Riickstand samt Filter wurde bis zur vélligen Veraschung gegliiht, 
dann die gefarbte Extraktionsfliissigkeit zugegeben, eingedampft und 
zu Ende verascht. Die erkaltete Asche wurde mit etwas gréBeren 
Mengen Alkohol (als Fellenberg angibt) ausgezogen, ohne auf voll- 
kommene Laugen- oder Pottaschefreiheit des Extrakts zu schauen. Nach 
Uberfiihren in eine Platinschale und Verdampfen wurde der letzte Rest 
organischer Substanz durch sehr kurzes Gliihen entfernt, dann zweimal 
mit je 0,5cem Wasser ausgezogen, wobei die erste Portion mit einem 
Tropfen verdinnter Schwefelsdiure angesiuert wurde, um spater bei Zu- 
gabe der schwefelsauren Lésung der salpetrigen Siure ein Aufschaumen 
im Schiittelréhrchen zu vermeiden. Wurde, wie in Vorversuchen fest- 
gestellt wurde, der erste Alkoholextrakt nach dem Trocknen nochmals 
mit Alkohol extrahiert, so waren regelmaBig nicht unbetrachtliche Jod- 
verluste zu verzeichnen. Das Jod wurde im Schiittelréhrchen in 
0,02 cem Chloroform aufgenommen und mit gleichbehandelten Jod- 
losungen von bekannter Konzentration kolorimetrisch verglichen. Alle 
gebrauchten Reagenzien wurden auf ihre Jodfreiheit untersucht. In 
manchen Fallen wurde, bei gréBeren Jodmengen, das Jod nach Winkler 
oxydiert und titriert. Die angegebenen Jodmengen wurden auf 100 cem 
Serum in millionstel Grammprozent umgerechnet, ebenso die bei den 
einzelnen Versuchsreihen zugegebenen J odkalimengen auf 100 ccm Serum 
bezogen. Die normalen Sera waren alle Wassermann- und Meinicke- 
negativ, bei den luetischen waren beide Reaktionen stark positiv. Die 
Dauer des Aufenthaltes im Brutschrank war 2 Stunden, in einer Ver- 
suchsreihe (Tabelle I, Versuch 5) betrug sie 6 Stunden. In der Tabelle I 
ist je eine Versuchsreihe mit verschiedenem Jodkalizusatz zusammen- 
gestellt. Die absoluten Jodwerte nach der Veraschung schwanken wohl, 
doch war die GréBe der Werte in der Euglobulinfraktion immer nach 
dem Schema Lues > Normalserum > Basedowserum geordnet. Auch 
in der Pseudoglobulinfraktion war der Gehalt des Basedowserums kleiner 
als in den beiden anderen Seren, jedoch waren die Werte des Lues- 
und Normalserums nicht so deutlich verschieden als in der Euglobulin- 
fraktion, wobei die Differenz nie die GréBe des Unterschiedes der 
ersten Fraktion erreichte. Die letzte Fraktion ist die am schwersten 
zu bearbeitende, weil bei der langen Behandlung sehr darauf geachtet 
werden mub, daB kein Jod verloren geht. Auch in diesen Fraktionen 
ist der Lueswert der héchste, der Basedowwert der niedrigste. Hier 


13* 
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sind die Absolutwerte kleiner als in den ersten Fraktionen. Au 
schwanken die absoluten Jodwerte der einzelnen Fraktionen je na 
der Menge des Jodkalizusatzes und vielleicht der Dauer der Eir 
wirkung im Brutschrank (Tabelle I, Versuch 5). 


Tabelle I. 


Jodbindungsvermégen der Eiwei®fraktionen in millionstel Gramm (+) 
Prozenten. 





Eu- Pseudo- 


Nr Serum globulin | globulin Albumin Summe Zugegebene K J-Meng: 
; ray “ ‘ auf 100 cem 
ero y-rlo Y-"\0 7° 

1 Luesserum 70 100 100 270 Je 0,5cem einer 10 
Normalserum 50 80 100 230 K J-Lisung 

2 Luesserum 9p) 50 10 150 Je leem einer 500; 
Normalserum 70 70 Spuren 140 (poten enthalitenden k 

3 Luesserum 140 140 50 330 Je leem einer 10°/ig. K 
Normalserum 90 50 90 160 Lisung 
Basedowserum 50 30 10 90 

4 Luessernm 280 340 150 770 Je 5cem einer 10 ig. K 
Normalserum 220 160 70 490 Lisung 

5 Luesserum 350 280 160 790 Wie Versuch 4, und 65 
Normalserum 280 180 70 530 im Brutschrank 
Basedowserum 140 140 30 310 





Tabelle II. 


Stickstoffverteilung der EiweiBfraktionen im normalen und _luetische: 
Serum in Prozenten des Gesamteiweib-N. 





; Euglobulin Pseudoglobulin Albumin 
serum 0 0 ‘ 
' 21 19 60 
Normalserum 93 21 56 
| 34 18 48 
\ Luesserum 31 23 46 
) | 24 20 56 


Es wurde auch in mehreren Fallen der Stickstoffgehalt der ein 
zelnen Fraktionen nach Howe! bestimmt (Tabelle IT). 
Die Jodwerte sind nicht den Stickstoffwerten der  einzelnen 
Fraktionen proportional, denn die dritte Fraktion, die die stickstoff 
reichste ist, zeigt die kleinsten Jodwerte. Die Euglobulin-Stickstoft 
werte und die Jodwerte der Euglobulinfraktion sind bei Lues erhéht 
Aus diesen Werten kann der SchluB gezogen werden, dab die Jod 
bindung im Serum nicht parallel der Eiweifmenge ist. 


1 Rer. ii. d. ges. Phys. 11, 403, 1922. 
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Es wurden in acht Fallen Bestimmungen der Lipoide im Gesamt- 
ut von Luetikern und Nichtluetikern durchgefiihrt. Die angewendeten 
Blutmengen waren relativ hoch (60 bis 150 cem). Das Blut wurde in 
Natriumcitrat aufgefangen, mit dem vierfachen Volumen Aceton ver- 
setzt, filtriert, mit Aceton nachgewaschen. Das Filtrat wurde im 
Vakuum bis zur Verjagung des Acetons erwairmt, dann mit Ather 
lreimal ausgeschiittelt. Der Blutriickstand wurde 8 Stunden im Soxhlet 
mit Ather extrahiert. Die Verseifung der EiweiBkérper nach K umagawa- 
Suto zwecks vollstaindiger Gewinnung der Fette wurde als zu starker 
Kingriff nicht angewendet. Die beiden atherischen Lésungen wurden 
vereinigt, zur Trockne eingedampft, der Trockenriickstand wieder mit 
\ther aufgenommen. Bestimmt wurden die Menge (gravimetrisch), der 
Phosphorgehalt nach Neuniann in der Modifikation na¢h Samson! 
und die ungesittigten Fettsauren durch Bestimmung der Jodzahl 
nach Margosches*. Bei einem Teil der Blute wurde auch der 
Cholesteringehalt bestimmt, doch waren die Werte innerhalb der 
normalen Grenzen. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sind in der 
Tabelle II] angegeben. Die phosphorhaltigen Lipoide wurden nach 
Bloor durch Multiplikation von H,PO,.8 als Lecithin berechnet. Die 
angegebenen Zahlen sind auf 100 cem Blut berechnet oder in Prozenten 
des lipoiden Anteils. Das Ergebnis dieser Untersuchungen ist, daB die 
Menge der phosphorhaltigen Lipoide, als Lecithin berechnet, bei allen 
vier Luesfallen erh6ht ist. Bei zwei von diesen Fallen ist eine Erhéhung 
der Gesamtlipoidmenge vorhanden, bei diesen Fillen finden wir auch 
die héchsten absoluten Lecithinwerte. Die Menge der ungesattigten 
Fettsduren im luetischen Blut scheint gegeniiber dem nichtluetischen 
erh6éht zu sein, doch muB es Sache weiterer Untersuchungen sein, 
die diesbeziiglichen Verhaltnisse klarzustellen. 


Tabelle I1I. WLipoidverteilung im (esamtblut. 





Menge Lecithin 


der Menge der Jodzahl 
Nr. Name Krankheit Gesamt- I des Gesamt- . der 
lipoide ecithins lipoide Gesamit- 
; lipoide 
mg- mg-" 9 
l K. B. L. 1.* Cirrhose 442 211.2 47.5 27,9 
2 H. A L. |. Diabetes 624 303.1 48.6 31.0 
3 G. F. L. 1. und Ca. 424 195.3 46.1 29.7 
4 H. H L. 1. Diabetes 760 32,8 39.8 31,3 
3 M. F. Ule. duod. 361 171.3 45.3 30,6 
uy) m. J. Art. scler, 460 138,7 30,1 25,1 
7 s. Polyarthritis 436 162.8 87,1 24.3 
5 m, a. Ule. duod. 462 140.8 80.5 35,7 
* i. ff Lues latens. 


1 Diese Zeitschr. 164, 288, 1925; 208, 230, 1929. 
2 Zeitschr. f. angew. Chem. 87, 334 und 982, 1924. 
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Wir gingen dann an die nahere Untersuchung der Lipoidfraktione: 
der EiweiBkérper des Serums. Die Menge der Lipoide im Serum ist 
gréBer als der lipoide Anteil in den Erythrocyten. Die Methode de: 
Untersuchung war folgende: 15 bis 40cem Serum wurden mit dem 
gleichen Volumen physiologischer Kochsalzlésung und __ gleichen 
Volumen gesattigter Ammonsulfatlésung gefallt, filtriert und zweima! 
mit je l0cem drittelgesittigter Ammonsulfatlésung gewaschen, das 
Filtrat wurde dann auf Halbsattigung (mit Ammonsulfatlésung) ge 
bracht, filtriert und ebenfalls zweimal mit je 10 ccm halbgesattigter 
Ammonsulfatlésung gewaschen. Im Filtrat der Halbsattigung wurde 
das Albumin durch Ansauern mit Essigsiure gefallt und abfiltriert 
Die drei EiweiBfraktionen (entsprechend dem Eu-, Pseudoglobulin 
und Albumin) wurden dann zweimal mit Aceton zwecks Entwasserung 
gewaschen, dann 8 Stunden im Soxhlet mit Ather extrahiert. Die 
beiden Extrakte wurden jeweils vereinigt, im Vakuum zur Trockne 
eingedampft und wieder mit Ather aufgenommen. Bestimmt wurden 
Menge (gravimetrisch), die phosphorhaltigen Lipoide (H,PO, mal 8) 
als Lecithin und Cholesterin (nach Autenrieth-Kénigsberger). Die Unter- 
suchung wurde bei vier Normalseren (Tabelle IV), fiinf luetischen 
Seren (Tabelle V) und zwei Basedowseren, davon eines ein Lues- Basedow- 
serum (Tabelle VI) durchgefiihrt. Die angegebenen Zahlen sind auf 
100 cem Serum berechnet. 


Tabelle IV. 


Lipoidverteilung im normalen Serum. 





Meng | ns Z ‘ 

Nr. Eiweiffraktion der Lipoide Lecithin Cholesterin 
mg-/o mg-9/5 mg-°/» 
1 Euglobulin 79,6 10,1 12,2 
Pseudoglobulin . ; 221,8 74,2 66,1 
eS eee eee 217,8 74,1 62,7 
Summe: 519,2 155.4 141,0 
2 Euglobulin “abt a 71,7 15,0 10,0 
Pseudoglobulin. . . . 88,4 27,0 27,5 
Mos so oka - 149.2 17,5 16,0 
Summe: 309,3 59,5 97,5 
3 Euglobulin ..... 75,8 24,0 15,2 
Pseudoglobulin. . . . 138,5 49,0 41.5 
Albomm ...... | 1665 48,2 60,0 
Summe: 370.8 111,2 116,7 
4 ee 100,2 26,3 20,5 
Pseudoglobulin. . . . 172,3 54,2 41,0 
RE ae ae 156,0 43,5 74,2 


Summe: 428.5 124,0 135,7 
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ne! Tabelle V. 
ist Lipoidverteilung im luetischen Serum. 
det Menge . , 
lem Nt Eiweiftraktion der Lipoide Lactinie Onelesteria 
hen mg-°/» mg-°/9 mg-° 5 
mal! 1  Euglobulin ..... 194,2 53,0 13,8 
das Pseudoglobulin. . . . 231,4 47,9 63,7 
as eae ee 107,2 48,8 14,7 
“ Summe : 532,8 148,8 92.2 
e 
S le 2 Euglobulin 157,5 66,7 30,5 
_ Pseudoglobulin . 227,5 47,0 82,5 
1ert Albumin re 172,0 73,5 82,5 
ulin Summe: 557,0 187,2 145.5 
rung 3 Euglobulin ome 95,4 30,5 17,2 
Die Pseudoglobulin. . . . 577,6 93,0 175,0 
iene eee ee 140.6 40.5 8,5 
Summe: 713,6 164,0 201,7 
rden ' : ‘ Mad 
1 8) 4 Euglobulin ..... 86,0 15,8 15,6 
allies Pseudoglobulin. . . . 163,9 47,5 82,3 
nter- Amemme ww ts 94,2 38,8 27,5 
chen Summe: 343,2 101,1 125,4 
dow- 5 Euglobulin ..... 90,2 25.4 12,8 
| auf Pseudoglobulin. . . . 320,0 67,5 130,5 
Meas kk 112,2 39,8 23,0 
Summe: 522.4 | 132,7 166.3 


Tabelle VI. 


Versuch 1: Basedowserum, Versuch 2: Lues-Basedowserum. 





—— Menge ache . , 

Nr. RiweiSfraktion der Lipoide Lecithin Cholesterin 
rin mg-°/o mg-°/o mg-/o 

1 Kuglobulin ..... 87,5 15,2 5,7 
) Pseudoglobulin .. . 187,6 40,5 . 50,5 
eee 112,8 30,5 45,7 
7 Summe: 387,9 86,2 101,9 
) 2 Euglobulin ..... 101,3 14,2 27,0 
> Pseudoglobulin. . . . 454,0 45,0 270,0 
4 eee 76,7 15,5 20,0 
) Summe: 632,0 74,7 317,0 
y . , . . . . . ™ . 
9 Es wurde auch die Verteilung der Lipoide auf die einzelnen EiweiB- 
5 kérper in Prozenten des gesamten mit Eiwei8 ausfallenden Lipoids 
0 berechnet (Tabelle VII). Die Durchschnittswerte der vier normalen 
7 


Sera sind in der Tabelle VII, Versuch 1, die Durchschnittswerte der 
fiinf luetischen Sera, Tabelle VII, Versuch 2, die des Lues-Basedow- 
serums Tabelle VII, Versuch 3, die des Basedowserums Tabelle VII, 
Versuch 4 angegeben. 
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Tabelle VIT. 





Menge 
der 
Nr Serum Eiweibfraktion a Lecithin Cholest 
ipoide 
1 Normale Sera Euglobulin  . . 20,1 16.4 11,9 
Pseudoglobulin . 38.2 44.3 35.9 
Albumin ... 41,7 39,2 52,2 
2 Luetische Sera Euglobulin . . 22,7 26.4 12.3 
Pseudoglobulin . 54.6 43.8 73,2 
Albumin ... 22,7 29.8 14.5 
3 Lues-Basedowserum Euglobulin . . 16,0 19,1 8.5 
Pseudoglobulin . 71.9 64,2 85,2 
Albumin ... 12.1 20,7 6,3 
4 Basedowserum Euglobulin . . 22.6 17,6 5,6 
Pseudoglobulin . 48.4 47.0 44.6 
Albumin ... 29.0 35,4 44.5 
Bei einem Luesfall (von Tabelle IV, Versuch 3) wurden in 25 ccm 
Serum direkt die Gesamtlipoide bestimmt. Die gefundenen Werte 


waren, auf 100 ccm Serum berechnet, folgende: Menge 1096 mg-' 

Lecithin 277,5 mg-°,,, Cholesterin 285,0 mg-°,, also viel héher als die 
in den drei Eiweibfraktionen zusammen gefundenen. Es fallt also 
nur ein Teil der Lipoide mit dem EiweiB aus und es ist wohl anzu- 
nehmen, dab dieser Teil mit den EiweiBkérpern verbunden ist. Dir 
nihere Untersuchung der Lipoidfraktionen zeigt eine Reihe Unter- 
schiede zwischen den einzelnen Seren. Wahrend die bisherigen Unter- 
suchungen der Veranderungen der einzelnen Lipoide im Gesamtblut 
oder Serum keinerlei oder nur geringe Schwankungen zeigten, finden 
sich bei der Untersuchung der spezifischen Lipoide der einzelnen 
EiweiBfraktionen bei Lues groBe konstant auftretende Differenzen 
Die an EiweiB gebundenen Lipoide sind im normalen Serum zu etwa 
20°,, an Euglobulin und etwa 40°, an Albumin und Pseudoglobuli: 
gebunden, beim Luesserum ist die Hauptmenge (etwa 55” ,) bein 
Pseudoglobulin vorhanden, der Rest verteilt sich gleichmaBig auf cic 
Euglobulin- und Albuminfraktion. Der eine Basedowfall Tabelle \! 
Versuch 1 zeigt ein dem normalen angenadhertes Mengenverhialtnis 
der Lues-Basedowfall ein den Luesseren gleiches Bild. Noch krasse! 
sind die Differenzen der Cholesterin- und Lecithinverteilung. Wahrend 
bei den Normalseren die Hauptmenge (88°,,) des Cholesterins auf «i 
Pseudoglobulin- und Albuminfraktion verteilt ist, unter Bevorzugung 
des Albumins, finden wir bei Luesfillen 52°,, des Gesamtcholesterins 
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eim Lues-Basedowfall 75 des Gesamtcholesterins in der Pseudo- 
slobulinfraktion. Ein ahnliches, wenn auch nicht so scharfes Bild, 
eigen die Lecithinmengen. Es mu, wenn auch nur zwei Faille unter- 
ucht waren und diese Resultate weiter kontrolliert werden miissen, 
uf die sehr geringen Werte des Cholesterins (in Prozenten des Gesamt- 
cholesterins, Tabelle VIJ, Versuch 3, 4) der Euglobulinfraktion bei 
Basedowserumi hingewiesen werden. 


Die Untersuchungen zeigen, daB die meisten Reaktionen zum Nach- 
weis der Syphilis von den Veranderungen der spezifischen Eiweib- 
lipoide bedingt sind. Die Starke dieser Verainderungen in der Lipoid- 
verteilung der EiweiBkérper des Serums bedingt wahrscheinlich auch 
die Starke der spezifischen Lues-Reaktion. Da das Lipoidbild des 
Lues-Basedowserums ein dem luetischen gleiches war, wurde in diesem 
Serum das Jodbindungsvermégen sowohl der Lipoide wie auch der 
KiweiBkorper bestimmt. Die Herstellung der Eiweibfraktionen geschah 
in der vorher angegebenen Weise. Nach vollkommener Entfernung des 
Ammonsulfats durch Auswaschen wurden die Eiwei8kérper am Filter 
zwecks Entwasserung zweimal mit Aceton gewaschen, dann 8 Stunden 
mit Ather extrahiert. Die Ather- und Acetonextrakte wurden vereinigt 
unter Laugenzusatz in der Nickelschale zur Trockne eingedampft 
und dann wie oben der Jodgehalt bestimmt. In den EiweiBkérpern 
wurde nach der Atherextraktion ebenfalls der Jodgehalt bestimmt 
(Tabelle VIII). Die Zahlen sind auf 100cem Serum umegerechnet 


worden, ebenso die zugegebene Jodkalimenge. 


Tabelle VIII. 





Jodverteilung im Lues-Basedowserum. Zugegebene Jodkalimenge fiir 
100 cem Serum 5cem einer 5°,,igen Lésung. 
Jodgehalt Jodgehalt - 
* in der Eiweifi- in der Lipoid- Summe 
Fraktion fraktion fraktion 
Kuglobulin ..... 40 30 70 
Pseudoglobulin. . . . 80 50 130 
Albumin ...... 45 15 60 


Es ergibt sich die interessante Tatsache, da das Jodbindungs- 
vermégen ein dem des Basedowserums gleiches Bild ergibt, im Gegensatz 
zu der Lipoidverteilung, die mit dem der Luetikersera iibereinstimmt. 
Der einzige Unterschied im Jodbindungsvermégen ist, da die Haupt- 
menge des Jods in der Pseudoglobulinfraktion vorhanden ist. Das 


geringe Jodbindungsvermégen stimmt mit der klinischen beobachteten 
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Unvertraglichkeit fiir Jod in diesem Falle iiberein. Dariiber, wieweit dix 
Lipoide selbst das Jod binden, war kein klares Bild zu gewinnen, und 
es muB Sache weiterer Untersuchungen sein, dies klarzustellen. 

Die aus den bisherigen Untersuchungen sich ergebende Spezifitat 
der EiweiBkérper gegeniiber Jod hat eine weitere Bestitigung ge 
funden bei Untersuchung (auf Anregung des Hofrats Pal) der Ver 
teilung des Rhodans in einzelnen Eiweibfraktionen in zwei Seren 
und zwar sowohl nach direkter Rhodanzugabe zum Serum, wie auch 
im Serum eines in Rhodanbehandlung stehenden Patienten. Die 
Untersuchung wurde auch in Anlehnung an den Vorschlag von 
Friedenthal', der an Stelle von Jod Rhodan als Ersatz empfohlen 
hat, gemacht. Die Untersuchung wurde bei dem Serum des mit Rhodan 
behandelten Patienten direkt, beim anderen Serum nach Zugabe 
von 2',cem n/10 Rhodanlésung zu 12 cem Serum in der Weise durch- 
gefiihrt, da die einzelnen Fraktionen wie oben gefallt und, ohne in det 
Hitze vorher koaguliert zu werden, mit Alkohol aufgekocht und filtriert 
wurden; das Filtrat wurde zur Trockne eingedampft, der Riickstand 
wieder mit Wasser aufgenommen. Die wisserige Lésung auf 10 ccm 
aufgefiillt und mit 2 Tropfen 10 °,iger Salzsiure und 1 Tropfen 
10°,igem FeCl, versetzt. Im Gegensatz zum Jodbindungsvermégen 
war die Hauptmenge des Rhodans in der Pseudoglobulinfraktion 
vorhanden. 


Zusammenfassend glauben wir folgende Ergebnisse gefunden 
zu haben: Das Jodbindungsvermégen der SerumeiweiBkérper ist im 
Serum von Basedowikern viel schwacher, im luetischen Serum viel 
stirker als im normalen. Es besteht also eine Koinzidenz zwischen 
Jodbindung und Jodvertraglichkeit, und es mu Sache weiterer Unter- 
suchungen sein, ob diese Beziehungen einen genetischen Charakter 
haben. Jedenfalls zeigt sich, daB neben der Depotstelle in der Schild- 
driise und im luetischen Gewebe auch die BluteiweiBkérper eine Art 
Lokalisationsdepot darstellen. 


Die phosphorhaltigen Lipoide des Gesamtblutes sind gegeniibe: 
den Gesamtlipoiden bei Luetikern erhéht. Auch die absoluten Werte 
der Gesamtlipoide sind bei einem Teil der Fille gegeniiber der Norm 
vermehrt. 


Die mit den einzelnen EiweiBkérpern ausfallenden Lipoide scheinen 
fiir diese spezifisch und zeigen konstante Unterschiede in der Zusammen- 
setzung, sowohl untereinander wie auch zwischen Luetikern und 
Normalen. Die Unterschiede erstrecken sich auf die Menge Cholesterin- 
und Phosphorgehalt der einzelnen Lipoidfraktionen. Bei luetischen 


1 Zentralbl. f. inn. Med. 48. 
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Seren ist die Hauptmenge der Lipoide, besonders des Cholesterins, an das 
Pseudoglobulin gebunden, bei Normalen in der Reihenfolge Albumin 

Pseudoglobulin > Euglobulin. Auf diese Verinderung des Lipoid- 
gehalts der EiweiBkérper sind die einzelnen Luesreaktionen wahr- 
scheinlich zu beziehen. Es ergibt sich somit eine Vermittlung der An- 
sichten, die als Trager der Luesfraktion einerseits die Globuline, anderer- 
seits die Lipoide betrachten vielleicht in Form spezifischer Lecith- 
KiweiBbkorper. 

Bei einem Lues-Basedowfall zeigen die Lipoide der einzelnen 
Kiweibkérper eine dem luetischen Serum gleiche Verteilung. Das 
Jodbindungsvermégen dagegen entspricht dem eines Basedowserums. 

Die Bindung von Rhodan im Serum erfolgt hauptsichlich an 
die Pseudoglobulinfraktion. 
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Zur Frage der Wirkung von Radium- und Réntgenstrahlen Fel 
auf den Fettstoffwechsel der Krebskranken. _ 
er 
Von Che 
st. 
Karel Klaus. me 
: y paid . ss tania We 
(Aus der I. gynikologischen Klinik und aus dem Institut fiir medizinisc}) het 
meu 
Chemie der Karls-Universitaét in Prag.) aad 
(Eingegangen am 15. Februar 1930.) 
hed 
Die Frage, auf welchem Wege und auf welche Weise die thera i 
. ve . ~ ° ar 
peutische Wirkung der Radium- und Réntgenstrahlen auf die bés- Ent 
artigen Geschwiilste, hauptsachlich Krebsgewebe, zustande kommt, ven 
ist bis heute nicht geklart. her 
; ; ; s ol 
Die histologischen Forschungen, welche bestrebt waren, aus dem ‘h 
morphologischen Bilde des bestrahlten Gewebes gewisse Schliisse tiber dik wana 
7 ; ; ghee : mar 
Wirkung der Strahlen zu ziehen, haben die Frage, was in dem Cewebe und ' ; 
in der Zelle primir angegriffen und geschadigt wird, nicht endgiiltig gelost —— 
, ; se ' ; : , Iw 
Die Schwierigkeiten der morphologischen Diagnostik haben dazu_ bei ‘cs 
getragen, dal} heute immer mehr und mehr das Hauptinteresse den biologi 
schen Vorgangen in dem erkrankten Organismus, in erster Reihe den Stott aut 
wechselforschungen, gewidmet wird. Da das ganze Problem eigentlich 1 Die 
der Biologie der einzelnen Zelle liegt, ist es nicht verwunderlich, dafs bei dem 


diesen Studien die gréBte Aufmerksamkeit den Lipoidstoffen gewidmet Lipe 





wurde. Lipoide sind es namlich, welche die Hauptfaktoren und Trage! diese 

wichtiger Lebensfunktionen der Zelle darstellen, so daB sich in ihrem Hans hera 

halt gewissermaBen das Leben und die Funktion der Zellen widerspiegelt ist d 

Aus der Gruppe der gesamten Lipoide wurde bisher am eifrigsten div Wic! 

; Frage des Cholesterinstoffwechsels bei Krebskrankheit verfolgt, da das der 
: Cholesterin in der Biologie des Krebsgewebes eine wichtige Rolle zu spieler ande 
scheint und unseren bisherigen Untersuchungsmethoden leichter zugaénglic! cna 

ist als die iibrigen Lipoide. So hat sich die Frage nach den biologischen — 

welc 


Eigenschatten des bésartigen Gewebes bzw. des krebskranken Organismu- 
Ofters zu einer Frage nach dem Cholesterinstoffwechsel gestaltet. Bei den sich 


mangelhaften Erfahrungen und liickenhaften Kenntnissen iiber Ent bede 

stehung und Bildung des Cholesterins im Organismus, tiber seinen Stot! Funk 

wechsel, ist leicht begreiflich, daB die bisherigen Resultate recht wen vielle 
verlaBliche Tatsachen enthalten und daB® sie sich gréBtenteils im Bereic! stral 

der Hypothesen bewegen. Das gilt um so mehr von der Pathologie de- a 

ran 


Cholesterinstoffwechsels. 
Die Literatur iiber Beziehungen zwischen Krebskrankheit und Chol 
sterinhaushalt ist heute sehr zahlreich, hat aber leider nur wenig zur eu 
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eutigen Klarung einzelner Fragen beigetragen. Schon die Frage, ob bei 
en Krebskranken das Cholesterin im Blute vermindert oder vermehrt ist, 
urde bis heute nicht endgiiltig gelést. Verschiedene Resultate, welche 
. der Literatur zu finden sind, lassen sich nicht nur durch die Schwierigkeit 
les Problems allein, sondern auch durch aéuGerliche Ursachen erkliren. 
Der verschiedene Zeitpunkt der Blutabnahme, der Sitz und die Verbreitung 
les Prozesses, hauptsiachlich aber wenig verlaBliche Methoden, welche bei 
len eben am meisten angewandten kolorimetrischen Methoden  breite 
Fehlergrenzen aufweisen, machen die oft stark auseinandergehenden 
Resultate leicht verstindlich. Ich weise auf meine in dieser Zeitschrift 
verotfentlichte Arbeit! hin, in welcher ich feststellen konnte, dai das 
Cholesterin im Blute der unbehandelten Krebskranken deutlich vermindert 
ist, so daB man von einer Krebshypocholesterinimie sprechen kann. In 
jener Arbeit suchte ich diese Hypocholesterinimie als ein Zeichen der 
Wehrlosigkeit des Organismus gegen die Krebsinvasion zu deuten und 
hetonte, daB diese Hypocholesterinamie fiir die Krebskrankheit typisch ist 
und ein charakteristisches Symptom darstellt. 

In neuerer Zeit wird dem Cholesterin und den Lipoiden tiberhaupt eine 
bedeutende Rolle bei dem Wachstum der bdésartigen (Ceschwiilste zu- 
geschrieben. Nach Shaw, Mackenzie, Mordvek u. a. soll das Cholesterin das 
Wachstum der bésartigen Geschwiilste f6rdern, wogegen das Lecithin die 
Entwicklung dieses Gewebes hemmen soll. Uberhaupt ist man heute 
geneigt, einen biologischen Antagonismus zwischen Cholesterin und Lecithin 
herauszukonstruieren, so daB ein ungestérter Lebenslauf des Organismus 
von einem bestimmten Quotienten Ch/L abhangig sein sollte. Man kann 
sich nicht dem Eindruck verschlieBen, daBi bei diesen Kombinationen 
manchmal der reelle Boden der Forschung verlassen wurde. Um mich 
nicht zu wiederholen, erlaube ich mir, auf meine oben zitierte Arbeit hin- 
zuweisen, wo auch die betreffende Literatur angefiihrt ist. 

Ebenso groBe Unklarheit herrscht in der Frage, wie die X-Strahlen 
auf den Cholesterinstoffwechsel und auf die Cholesterinmolekiile einwirken. 
Die histologischen Befunde lehren, da das bestrahlte Gewebe allmahlich 
dem Zerfall unterliegt. die Zelle degeneriert und abstirbt. Da die Zellen 
Lipoide enthalten, ist es ganz begreiflich, daB bei der Auflésung des Gewebes 
diese Stoffe frei werden und in den Kreislauf und die lymphatischen Bahnen 
herausgeschwemmt werden miissen. Schon von diesem Standpunkt aus 
ist das Studium des Lipoidstoffwechsels nach der Réntgenbestrahlung von 
Wichtigkeit. Zahlreiche Beobachtungen beweisen weiter, da sich auch 
der Cholesteringehalt des Blutes unter Einwirkung der X -Strahlen 
andert, nach einigen Angaben sich vermehrt, nach anderen wieder ver- 
mindert. Es ist daher méglich, daB die Strahlen direkt den Cholesterin 
stoffwechsel beeinflussen, unhbekannt selbstverstandlich, wie und auf 
welchem Wege. Ferner wird behauptet, da auch das bestrahlte Cholesterin 
sich andert, gewisse Stoffe abspaltet, oder direkt zerfallt. Wenn man 
bedenkt, daB die biologische Funktion der Lipoide fiir die ungestérten 
Funktionen der Zelle unerlaBlich ist, wird man wohl zugeben miissen, daB 
vielleicht hier der Schwerpunkt der therapeutischen Wirkung der Réntgen- 
strahlen liegt. Wie dem auch sein mag, die angefiihrten Tatsachen beweisen 
geniigend, daB das Problem der Lipoide in der Strahlentherapie der Krebs- 
krankeit eine wichtige Rolle zu spielen scheint. 


1 K. Klaus, diese Zeitschr. 201, 286, 1928. 
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In der Literatur findet man stark divergierende Angaben iiber d 
Cholesteringehalt des Blutes nach der Réntgenbestrahlung. Im Jahre 1022 
veréffentlichte O. Strauss eine Arbeit, in der er nach der Bestrahlung eine 
Vermehrung des Cholesterins im Blute feststellen konnte. Ein Jahr spiite 
gelangte er zu den gerade entgegengesetzten Resultaten, indem er nach der 
Bestrahlung der Krebskranken eine Verminderung des Cholesterins im 
Blute fand. Marie v. Babarczy konnte wiederum feststellen, daB nach 
Roéntgentherapie eine Vermehrung von Cholesterin im Blute  eintritt 
welche sie durch eine nicht niher charakterisierte Mobilisation erklare: 
will. Gleichzeitig konnte sie beim Hunde nach der Bestrahlung eine vielfac |; 
vermehrte Ausscheidung des Cholesterins durch die Leber bzw. Galle 
beobachten. Das (leichgewicht des Cholesterinniveaus im Organismus ist 
nach ihrer Ansicht von zwei Faktoren abhangig: Erstens von der Mobilisation 
des Cholesterins und dann von der Intensitiit bzw. von dem Grade der 
Cholesterinausscheidung durch die Leber. Levy-Dorn und Burgheim konnte: 
ebenfalls beim Hunde eine anfingliche Hypocholesterinimie nach de: 
Bestrahlung beobachten, welche aber binnen einigen Wochen der normalen 
Cholesterinkurve Platz machte. Sogenannter Réntgenkater wird nach den 
genannten Autoren immer von einer Hypocholesterinimie begleitet. Bei 
den bésartigen Geschwiilsten, welche vor der Bestrahlung eine Hyjw 
cholesterinimie aufweisen, geht diese nach der Bestrahlung in eine Hyper- 
cholesterinimie iiber. Konrich und Scheller haben dagegen festgestellt, 
daB das Cholesterin nach der Bestrahlung aus dem Blute verschwindet, nu 
ausnahmsweise konnten sie eine deutliche Vermehrung feststellen. Mahnert 
und Sacherl konnten bei den bestrahlten gynikologischen Carcinomen 
einen deutlichen Anstieg des Cholesterins beobachten mit Ausnahme einiger 
weniger Fille, bei denen sie die Cholesterinverminderung im Blute durch das 
gleichzeitig auftretende Fieber erklairen wollen. Vor kurzer Zeit veréffent 
lichte Burgheim seine Beobachtungen iiber Cholesterin bei Krebskranken 
nach der Réntgenbestrahlung. Nach Burgheim soll die anfangs ansteigende 
Cholesterinkurve, welche nach der Réntgenbehandlung der Krebskranke: 
im Blute festgestellt wurde, fiir Krebskrankheit charakteristisch sein. Bei 
gesunden Leuten und bei anderen Krankheiten soll die Réntgenbestrahlung 
eine Verminderung des Cholesterins im Blute hervorrufen. Nach der Radikal 
operation sinkt angeblich die Hypercholesteriniimie wieder zur Norm, wn 
bei einem eventuell sich entwickelnden Rezidiv oder einer Metastase wiede: 
anzusteigen. Danach kénnte dieses Verhalten des Cholesterins eine diagnosti 
sche Bedeutung gewinnen. Die Cholesterinverminderung bei Gesunden 
nach der Réntgenbehandlung sucht Burgheim durch den durch Réntgen 
strahlen hervorgerufenen Zerfall des Cholesterins zu erkliren. Bei Krebs 
kranken ist die Erklirung schwerer; eventuell kénnte man mit Burghein 
an eine Ausschwemmung des Cholesterins aus dem Krebsgewebe denken 
Diese Hypothese scheint Burgheim plausibel zu sein, nachdem er durc! 
histochemische Befunde feststellen konnte, daB das Krebsgewebe besonders 
cholesterinreich ist. Dadurch kommen wir zu der Frage, ob tatsichlich das 
Cholesterinmolekiil unter Einwirkung von Réntgenstrahlen zerfallt. Ro// 
Correa und ihre Mitarbeiter wollen auf Grund ihrer Versuche auf eine Ze! 
setzung des Cholesterinmolekiils durch Réntgenstrahlen schlieBen. Es ist 
nicht zu leugnen, daB das Cholesterin durch Einwirkung verschiedener Licht- 
strahlen sich veraindert, neue physikalische und chemische Eigenschaften ge- 
winnt. wie die zahlreichen Arbeiten iiber die Rachitisfrage beweisen. Ferner 
ist erwiesen, daB die Empfindlichkeit des Cholesterins gegen Réntgen 
strahlen von gewissen physikalisch-chemischen Eigenschaften abhangt 
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Bachem, MacFate). Alles in allem kann man aber sagen, da® in diese 
chwierigen Fragen bis jetzt kein klares Licht gebracht wurde. 

Diese Arbeit, welche eine Fortsetzung der oben erwahnten Arbeit 
ber den Fettstoffwechsel bei Krebskranken bildet, soll die Frage 
lésen, ob und auf welche Weise sich der Fettstoffwechsel bei Krebs- 
kranken andert, wenn diese Kranken der Radium- und Réntgenstrahlen- 
therapie unterzogen werden. Wie ich dargetan habe, herrscht eben 
in dieser Frage groBe Unstimmigkeit, und die Literaturangaben gehen 
stark auseinander. Fiir diese Arbeit wurde dieselbe Methode gewahlt 
wie friiher. Die Bestimmung des Cholesterins geschah nach Windaus 
und die des Unverseifbaren und der Fettsauren nach Lemeland. Wir 
haben die verlaBlichsten bis jetzt bekannten Methoden gewahlt, da 
wir davon tiberzeugt sind, daB die groBen Differenzen mancher Autoren 
groBtenteils auf unzuverlissigen, hauptsichlich _kolorjmetrischen 
Methoden beruhen. 

In allen Fallen handelt es sich um einen verbreiteten, derzeit 
inoperablen Gebirmutterkrebs, welcher mit Radium- und Réntgen- 
strahlentherapie behandelt wurde. Die radiologische Therapie war, 
was die Dosis anbelangt, die folgende: Jede Kranke bekam binnen 
etwa 14 Tagen 40 bis 50 Med des Radiumelementes und 90 bis 100 
der E. D.-R6ntgenstrahlen. 

Das Blut wurde immer frisch im niichternen Zustande entnommen, 
das Serum scharf zentrifugiert und untersucht. 

Die erzielten Resultate in Prozent auf 100 cem Serum umgerechnet, 
sind in der folgenden Tabelle zusammengestellt (s. folg. Tab.). 

In den ersten vier Fallen wurde die Bestimmung vor der Strahlen- 
therapie an zwei aufeinander folgenden Tagen durchgefiihrt, um fest- 
zustellen, ob und in welchem Mage die Werte differieren. Die Be- 
stimmung der Werte nach der Bestrahlung geschah unmittelbar nach 
der Beendigung der Réntgenstrahlentherapie. : 

Wie aus der Tabelle ersichtlich, wurden unsere alteren Beob- 
achtungen, naimlich eine deutliche Hypocholesterinimie bei der Krebs- 
krankheit von neuem bestatigt. In keinem Falle iibersteigt die Menge 
des Cholesterins 0,10 °,, im Faille Nr. 3 ist gerade der Cholesteringehalt 
bis auf 0,02 gesunken. Die Fettsaéuren bewegen sich beinahe in normalen 
Grenzen, wenn man fiir ihre Menge die Angaben von Feigl und Bloor 
annimmt (Normalwert 0,38 °,,).. Nur bei wenigen Fallen ist eine maBige 
Tendenz zum obigen Normalwert zu verzeichnen, also dasselbe, was 
auch in der friiheren Arbeit beobachtet werden konnte. Von dem 
lipamischen Koeffizienten und von der Prozentzahl des Cholesterins 
im Unverseifbaren kann man auch nichts Neues sagen. Sie sind weder 
diagnostisch, noch prognostisch zu werten. Nach der Radium- und 
Réntgenstrahlentherapie andern sich die Verhiltnisse auffallend. 
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Das Unverseifbare steigt in allen Fallen, in einigen darunter ganz be- 
leutend. Gleichzeitig kann man eine Erhéhung des Cholesteringehalts 
m Serum feststellen. Diese Erhéhung ist in allen Fallen anzutreffen, 
sie ist aber maBig, und nirgends erreicht sie die Héhe eines normalen 
Wertes. Nur im Falle Nr. 6 tibersteigt sie nur wenig den normalen 
Wert, welcher mit 0,15 angegeben wird. Man kann also von einer be- 
stimmten relativen Erhéhung des Cholesteringehalts im Serum der 
Krebskranken nach der Bestrahlung sprechen. Aber wie gesagt, in 
keinem unserer Faille konnte nach der oben angegebenen Behandlung 
eine absolute Hypercholesterinimie festgestellt werden. Die Werte 
bleiben auch nach der Strahlentherapie unterhalb der Normalgrenzen. 

Die Fettsauren vermehren sich relativ auch regelmabig und er- 
reichen die obere Grenze der Normalwerte, in einigen Fallen steigen 
sie ganz betrachtlich tiber die Norm. 

Eine Erklarung fiir diese Veranderungen nach der Strahlenbehand- 
lung abzugeben, ohne sich in Hypothesen einzulassen, ist schwer. 
Deutliche Erhéhung des Unverseifbaren kénnte man dadurch erklaren, 
daB vielleicht unter der Einwirkung von Radium- und Réntgenstrahlen 
nicht nur das Cholesterin, sondern auch andere Lipoide, Neutralfette, 
Phosphatide und Cholesterinester herausgeschwemmt werden oder 
zerfallen und diese Erhéhung verursachen. Auf diese Weise kénnte 
man vielleicht auch die deutliche Erhéhung der Fettsaéuren erkliren. 

SchlieBlich will ich unterstreichen, da die Verainderungen 
Fettstoffwechsel der Krebskranken nach der Radium- 
behandlung 


im 
und Réntgen- 
ganz typisch und gleichsinnig sind, aber quantitativ doch 
nicht gro} genug, wenn man bedenkt, dab die héchsten mdglichen 
Strahlendosen angewendet waren. Ob dic festgestellten Verschiebungen 
ein Zeichen einer beginnenden Umstimmung des erkrankten Organismus 
darstellen, ob sie eine Wiederaufnahme der Abwehr bezeichnen, oder 
ob sie nur ein Beweis sind, daB das lipoidreiche Geschwulstgewebe 
rascher und intensiver zerfallt, mu! man unentschieden lassen. 
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Die Cholesterine im Strukturverbande des Protoplasmas. 


Ill. Mitteilung: 


Untersuchungen an Rindererythrocyten. 


Von 
Gi. Pfeiffer. 


(Aus dem Institut fiir Tierphysiologie der Landwirtschaftlichen Hochschule 
Bonn-Poppelsdorf. ) 


(Eingegangen am 17, Februar 1930.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Der Cholesteringehalt des Blutes wird unmittelbar von der Er- 
nahrung beeinfluBt, wenn bestimmte Verhaltnisse fiir die Cholesterin- 


resorption gegeben sind. 


So kommt nach den Untersuchungen von Sano (1), Bang (2), Abelous 
und Soula (3) u. a. eine gute Resorption des Cholesterins nur in Ceger 
wart von Fettsiuren zustande; solche Bedingungen liegen bei einer 
gemischten Nahrung immer vor. Auch hat man gefunden, daf in fetter 
Olen geléstes Cholesterin gut resorbierbar ist, und daB sich nach fett 
reichen Mahlzeiten innerhalb 5 bis 6 Tagen eine Cholesterinzunahme in 
Blutserum zeigt. 

Nach Verfiitterung von Cholesterin und Cholesterinestern  stellte: 
Bloor (4) und Knudson (5) nur ein Ansteigen des freien Cholesterins im 
Blute fest, wihrend bei Fettzugabe die Estermenge vermehrt war. 





Jedoch ist auch nach Schénheimer (6) eine wasserige Lésung vo! 
Cholesterin in Natriumdesoxycholat (7) [Hydrotropie nach Neuberg (5 
fiir die Resorption geeignet und bewirkt ein erhebliches Ansteigen ces 
Serumcholesterins. 


Nach diesen Versuchen ist anzunehmen, daB vornehmlich bei er- 
héhter Cholesterinzufuhr der Blutcholesterinspiegel verandert ist 
wahrend andererseits auch geschlossen werden darf, dab bei einer 
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fortlaufenden normalen Ernahrung der Cholesteringehalt nur in un- 
merklichen Grenzen schwankt. 

Uber die Verteilung von freiem und gebundenem Cholesterin 
im Blute unter normalen Verhaltnissen liegen verschiedene An- 
gaben vor. 

Nach Hiirthle (9) ist in den Blutzellen fast nur freies Cholesterin vor- 
handen, wahrend im Plasma die Ester iiberwiegen. Richter-Quittner (10) 
nimmt an, daB die Ester beim Eindringen in die Blutzellen sofort verseift 
werden, da er in den Erythrocyten nur freies Cholesterin und im Plasma 
nur gebundenes Cholesterin findet. 

Die Verschiedenheit dieser Befunde kann mit der methodischen 
Untersuchung zusammenhangen, sie kann aber auch in der zeitlichen 
und veranderten Ernahrungsweise der untersuchten Objekte begriindet 
liegen. Denn es ist als wahrscheinlich anzunehmen, daB der sechwankende 
Phytosteringehalt der Futtermittel, wie er besonders beim Ubergang 
von der Trocken- zur Griinfiitterung in Erscheinung tritt, nicht ohne 
bedeutenden Einflu8 auf den Blutcholesterinspiegel und damit auf 
den Erythrocytengehalt sein wird. 

Unter Beriicksichtigung dieser Annahme sind die bereits mit- 
geteilten (11) (12), wie die folgenden Untersuchungen nur an Organ- 
materialien ausgefiihrt, die jungen Rindern in den Wintermonaten 
1927/28 und 1928/29 entnommen wurden. 

Der vorliegende Bericht in der Untersuchungsfolge bringt die 
Ergebnisse iiber den Cholesteringehalt der roten Blutkérperchen. 


Experimenteller Teil. 

Von einer Anzahl zwei- bis dreijahriger Rinder wurde je | Liter 
defibriniertes Blut im Schlachthof entnommen und die vereinigte 
Gesamtblutmenge als Ausgangsmaterial verwandt. Zur Abtrennung 
der Erythrocyten wurde dieselbe mit dem zehnfachen Volumen 1 °, iger 
Kochsalzlésung verdiinnt und im Alfa-Separator zentrifugiert. Ein 
dicker Blutkérperchenbrei trennte sich von einem durch Austritt von 
Blutfarbstoff noch etwas verfarbten Serum; der Brei wurde ein zweites 
und drittes Mal mit dem 20fachen Volumen Kochsalzlésung verdiinnt 
und in gleicher Weise zentrifugiert. Der Trockensubstanzgehalt des 
isolierten, dickfliissigen Blutkérperchenbreies betrug 32,07°,; zur 
Analyse wurden jeweils 30 bis 40g der frischen Substanz nach der 
friiher geschilderten Methode aufgeschlossen und aufgearbeitet. 

Die quantitativen Ergebnisse sind in Tabelle I zusammen. 
gestellt. 


AuBer von den bereits zitierten Autoren wird auch von Hepner (13) 
angegeben, daB rote Blutkérperchen, im Gegensatz zu Blutserum, 
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Tabelle I. 





: Gesamt Digitonin- Cholesterin 4 , Cholesterin- 
Binwage cholesterin cholesterin Oxycholesterin OXYcholesterin este! 
31.234 0.0048 0.0189 0.0046 
36.610 0.0062 0),.0222 0.0054 0.0011 0.0016 
38,379 0.0064 0.0239 0.0058 | 


keine Cholesterinester enthalten. Diesen Angaben hat bereits Cytron- 
berg (14) widersprochen, indem Verfasser allerdings durch Bestimmung 
der Mengen von freiem Cholesterin und Gesamtcholesterin im Gesamt- 
blut und im Blutplasma bzw. im Blutserum, ferner aus dem bekannten 
Verhaltnis des letzteren zum Gesamtblut, die Verteilung von freiem 
Cholesterin und gebundenem Cholesterin auf die Blutfliissigkeit und 
die Blutkérperchen berechnete. Meine Untersuchungen ergaben in 
allen Fallen ein Vorhandensein von Cholesterinestern in Rinder- 
erythrocyten, das im vorliegenden Falle 9,14 °,, vom Gesamtcholesterin 
ausmachte. 

Die analytischen Befunde werden durch das mikroskopische 
Bild bestatigt. 





Abb. 1. 
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Die Abb. 1 gibt das Gesamtcholesterin aus Alkohol-Ather bei 
120 facher VergréBerung wieder. Neben den Anhaufungen von amorphem 
Oxycholesterin erkennt man unschwer die diinne Umlagerung des 
teincholesterins mit kleinsten, fettigen Trépfehen von Cholesterin- 
estern, die stellenweise sogar die Kristallisation zu beeinflussen 


vermogen. 


Die Trennung des Gesamtcholesterins in seine Komponenten 
geschah in der friiher beschriebenen Weise; in Tabelle I] sind die 
prozentualen Mengenverhialtnisse unter Zerlegung des fallbaren und 
nichtfallbaren Cholesterinanteils aufgefiihrt. 





Tabelle 11. / 
Material fr . yt Schmelzpunkt re 
Rote Blutkérperchen ‘ cholesterin 
( 
Gesamteholesterin . . . 2... 0.0164 142.5 
Cholesterin 
+ Oxycholesterin. ..... 0,0149 143.8 90,86 
Oxycholesterin . . . bs oe ea 0.0011 6.60 
Cholesterinester. . . ..... 0,0015 36—38 9,14 
Oxyecholesterin-Olsiureester . .. 0,0015 36—38 9,14 


Wenn auch der Gehalt an gebundenem Cholesterin viel geringer 
ist als in den friiher untersuchten Fallen (15) (16), so ist die gefundene 
Menge doch so erheblich, daB von einer ganzlichen oder fast voll- 
kommenen Esterfreiheit, wie behauptet wird, nicht die Rede sein kann. 
Die Anwesenheit der von Cytronberg auf indirektem Wege ermittelten 
bzw. in roten Blutkérperchen als vorhanden angegebenen Cholesterin- 
ester wird somit bestatigt und dabei gefunden, daB die Esterifikation 
ausschlieBlich zwischen dem Oxycholesterin und der Olsaure  statt- 
gefunden hat. 


Im Zusammenhang mit diesen Befunden war nun eine Nach- 
prifung von Interesse, in welchem Mabe eine Ernahrungsum- 
stellung des Tierkérpers den Cholesterin- und den Estergehalt der 
Erythrocyten beeinfluBt. Zu diesem Zwecke wurden zwei weitere 
Tiere, bei denen Weidegang bzw. Griinfiitterung bekannt war, im 
Laufe der Sommermonate in den Bereich der Untersuchungen 
einbezogen. In einem Falle wurde die Gesamtblutmenge von 
einem im Juli geschlachteten zweijihrigen, im anderen Falle im 
August von einem siebenjahrigen Tiere gesammelt und wie oben auf- 
gearbeitet. 
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In Tabelle LI] sind diese Ergebnisse den vorerwaihnten gegen- 


ibergestellt. 
Tabelle IIT. 





In 100g frischen roten Blutkérperchen 


Alter der Zeit der hie =eEr 
Piere Untersuchung Gesamtcholesterin  , ooo ero Cholesterinester 
Jahre g g g 
2"/5 Januar 0,0164 0,0149 9,0015 
2 Juli 0.0181 0,0127 0.0954 
7 August 0,029 0,0093 0.0115 


Vergleicht man in dieser Tabelle die Cholesterinwerte bei den 
gleichaltrigen Tieren, so tritt da zewaltige Ansteigen der Cholesterin- 
ester besonders hervor, ohne 8 sich die Gesamtcholesterinmenge 
sehr wesentlich vermehrt hat Gegen' er dem 7 Jahre alten Tiere 


ist die Verschiebung noch ' er, d° er der Esteranteil sogar die 
fillbaren Cholesterine ib rt: d Cesamtcholesteringehalt hat 
sich im Vergleich zu_ T.: zwar gleichfalls bedeutend vermehrt, 


die Steigerung steht aver in keinem Verhaltnis zum Es‘ eranstieg. 
Fir die abweichende Cholesterinzusammensetzung der roten 
Blutkérperchen bei dem 7 Jahre alten Tiere wird noch das mikro- 
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skopische Bild (Abb. 2) aus Alkohol-Ather bei 80facher VergriéBerung 
vefiihrt. Wéhrend des langsamen Verdunstens der Lésungsmittel 
inn man mikroskopisch die Bestandteile des Gesamtcholesterins 
obachten, so auch die Oxycholesterindrusen, die jedoch mit der 
vinzlichen Verfliichtigung der Solvenzien verschwinden und von den 
dligen Estern aufgelést werden. Der hohe Estergehalt lat daher 
mikroskopisch die Oxycholesterinkomponente, wie dieselbe in Abb. 1 
zu erkennen ist, nicht mehr hervortreten. 


Aus den angefiihrten entgegengesetzten Befunden laBt sich folgern, 
daB die Umstellung des Tierkérpers von der Trocken- zur Griin- 
fiitterung sicherlich mit dem erhéhten Cholesterin-, vornehmlich mit 
lem steigenden Estergehalt der Erythrocyten in Verbindung steht 
und daB diese Befunde sowohl fiir das reichlictiere Vorkommen der 
Phytosterine in griinen Pflanzenteile: wie auch fiir deren gute Re- 
sorbierbarkeit. sprechen. 


Weiterhin lassen die aug _ ‘lligen ‘schiebungen in der Chole- 
sterinzusammensetzung der r Blu. erchen darauf  schlieBen, 
la} mit zunehmendem Alter die .'stere} ung beim Eintritt in die 


Blutzellen, wenn eine solche tiberhaupt voi sich geht, teilweise ge- 
hemmt ist. 
Zusammen?ascung. 

1. Die Ergebnisse tiber die Cholesterinzusammensetzung der 
Rindererythrocyten werden mitgeteilt. 

2. Eine vollkommene Esterfreiheit der roten Blutkérperchen, 
wie in der Literatur vielfach angegeben ist, kann nicht festgestellt 
werden. 

3. Der geringste Anteil an _ esterifizierten Cholesterinen vom 
Gesamtcholesterin wird in den Wintermonaten mit etwa 10 °, 
ermittelt. 

4. In den Sommermonaten scheint sich in den Blutzellen der 
Wert fiir Gesamtcholesterin zu erhéhen und sich die Cholesterin- 
zusammensetzung besonders zugunsten des Estergehalts zu ver- 
schieben. 

5. Bei einem alteren Tiere wird gefunden, dab wahrend der Griin- 
fiitterung der Esteranteil sogar den Wert der fallbaren Cholesterine 
iibertrifft. 

6. Der steigende Gehalt der Erythrocyten an Gesamtcholesterin 
im Sommer spricht sowohl fiir einen héheren Phytosteringehalt der 
griinen Pflanzen als der Trockenfuttermittel, als auch fiir eine gute 
Resorbierbarkeit der pflanzlichen Sterine. 
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Polarimetrie schwach drehender Lésungen. 


I. Mitteilung: 
Uber die Empfindlichkeit polarimetrischer Messungen. 


Von 


Hans Norbert Naumann. | 
(Aus der I. Medizinischen Universitétsklinik, Charité, Berlin.) 
(Eingegangen am 18. Februar 1930.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Vom Standpunkt der modernen hochempfindlichen Mikromethodik 
spielt die Polarimetrie als quantitativ-analytische Methode eine unter- 
geordnete Rolle. Die meisten biochemisch wichtigen, in den Kérper- 
siften gelésten Substanzen besitzen in ihrer natiirlichen Konzentration 
ein so geringes Drehungsvermégen, da nur in Ausnahmefillen durch 
Verarbeitung eines entsprechend groBen Materials quantitative Er- 
gebnisse zu erzielen sind. Meist bleibt daher die optische Analyse 
auf die qualitative Untersuchung beschrankt und vermag auch hier 
hiufig genug den gestellten Anforderungen nicht zu geniigen. 

Fir den prozentualen Fehler einer polarimetrischen Messung 
maBgebend ist die GréBe des Ablesungsfehlers und des zu bestimmenden 
Drehungswinkels, die beide in gewissen Grenzen variabel sind. Eine 
Lésung des Problems schwach drehender Lésungen ist also auf zwei 
Wegen méglich, auf dem der Steigerung des Drehungswertes und dem 
der Erhéhung der Empfindlichkeit der MeB8vorrichtung. 

Schreibt man die Polarisationsformel « = [a], .c.1.1/100, so stehen 
auf der rechten Seite der Gleichung diejenigen drei GréBen, denen a pro- 
portional ist: spezifische Drehung, Konzentration und Rohrlange, und deren 
Beeinflussung im Sinne einer Drehungssteigerung méglich ist. Die Anderung 
der spezifischen Drehung auf chemischem Wege durch Zusatz drehungs- 
steigernder Mittel kommt bisher als Methode der quantitativ-polarimetri- 
schen Analyse nicht in Frage. Das gleiche gilt von der Drehungssteigerung 
durch Verwendung des stirker drehenden kurzwelligen Lichtes und durch 
Temperaturbeeinflussung mit Hilfe des Landoltschen Apparates. 

Eine praktische Bedeutung als Verfahren der Drehungssteigerung 
besitzt nur die alte Methode der Konzentrierung durch Einengen der Lésung. 


° 
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Wie a.a.O. ausfiihrlich dargestellt, vermégen die modernen Vakuun 

Verdampfungsapparate den Anforderungen einer schnellen und schonende 

Verdampfung gerecht zu werden. Mit Hilfe der auf Tiefkiihlung ode: 
Absorption beruhenden Apparate ist es sogar méglich, dicht iiber dem 
Gefrierpunkt zu verdampfen, so da8 einer der Hauptnachteile der alten 
Einengungsmethoden, die Schidigung des meist temperaturempfindliche: 
gelésten optisch-aktiven Kérpers, beseitigt ist. Auch die weitere Aufgabe, 
die quantitative Einengung groBer Fliissigkeitsmengen auf ein beliebiz 
kleines Volumen mit einem nur geringen Fehler nach einer friiher be 
schriebenen Methode, ist in befriedigender Weise gelést. Die zweite Bi 

dingung einer rationellen Einengungstechnik fiir polarimetrische Zwecke 
ist erfiillt durch die von Fischer geschaffenen Mikropolarisationsrohre mit 
einem Inhalt von 0,1 und 0,2 ccm bei einer Rohrlinge von 0,5 und | dm 
Erst die Méglichkeit, so kleine Fliissigkeitsmengen polarisieren zu kénnen, 
gibt die Voraussetzung fiir die vorteilhafteste Einengungsquote bzw. grobte 
Materialersparnis, die gegeniiber den iiblichen Rohren mit einem Inhalt 
von 5 und 10 cem um das 50fache giinstiger ist. 


Die Methode der Ausnutzung gréBerer Rohrlingen zum Zwecke der 
Drehungssteigerung beruht auf einer falschen Problemstellung. Da 
fiir den drehungssteigernden Effekt die Unverinderlichkeit der Kon- 
zentration bzw. des Volumens der Fliissigkeit Bedingung ist, so erhellt, 
daB nicht das absolute MaB der Rohrlange, sondern das Verhaltnis Rohr- 
lange/Rohrinhalt von Bedeutung ist. Das giinstigste Verhaltnis, d. h. 
gréBte Rohrlinge bei kleinstem Rohrinhalt, ist nun schon gegeben eben 
gerade durch das Mikropolarisationsrohr fiir den Fall der geringsten Lésungs- 
menge. Dieses Verhaltnis betrigt hier 0,5/0,1 gegeniiber 0,5/5,0 bei 
den iiblichen Rohren. Da das kleinste Volumen von 0,1 ccm in jedem 
Falle durch Konzentrieren (bzw. Verdiinnen) einer gegebenen Lésung zu 
erhalten ist, so ist im Grunde nur dieses eine einzige Rohr von 0,5 dm 
Linge erforderlich, und die Verwendung langerer Rohre hat nur den Sinn, 
das Einengen der Lésung zur vermeiden. Lingere Rohre von mehr als 
2 dm bleiben also fiir Sonderzwecke vorbehalten, die auBerhalb des Rahmens 
einer quantitativen polarimetrischen Analyse liegen. Abgesehen von dem 
prinzipiellen Gesichtspunkt, ist es aber auch aus technischen Criinden, 
insbesondere bei der Mikropolarisation erwiinscht, nicht tiber eine Rohr- 
linge von 2dm_ hinauszugehen, die innerhalb der Mabe der iiblichen 
Laboratoriumspolarimeter liegt. 


Die Voraussetzung fiir die Anwendbarkeit der Drehungssteigerung 
ist die Bedingung, daB der Drehungswinkel den fiir den prozentualen 
Fehler ausreichenden Wert erreicht. Bei Annahme eines Fehlers von 
5°, und des iiblichen Ablesungsfehlers von -—- 0,02® darf dann der 
abgelesene Drehungswinkel nicht weniger als 0,4° betragen. Gelingt 
es nicht, diesen Wert mit Hilfe der erwahnten Methoden zu erreichen, 
so ist eine Lésung des Problems der Polarimetrie schwach drehender 
Lésungen nur auf dem zweiten der weiter oben gekennzeichneten 
Wege méglich, nimlich durch Steigerung der Empfindlichkeit des 
Apparats. 


Vor Beschreibung des eigenen Verfahrens mége zunachst eine 
von Lundsgaard und Holbell angewandte Methode erwahnt werden, 
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lie durch eine Reihe von Arbeiten den Nachweis fiir das Vorkommen 
der y-Glucose im Blute erbracht zu haben glaubten, durch eine Wider- 
legung Kroghs aber gezwungen waren, ihre Resultate zuriickzunehmen. 
Bei Verwendung eines iiblichen Ventzkesaccharimeters suchten die 
Autoren die Empfindlichkeit der Ablesungen dadurch zu erhéhen, 
daB sie die Zahl der Einzelbeobachtungen erheblich, bis auf 40, steigerten. 
Die von ihnen geforderte und angeblich erreichte Genauigkeit bei 
einer Zuckerkonzentration von 0,3°, betrug 5°,. 


Diese Fehlergrenze wiirde einer Zuckerkonzentration von 0,015°, 
entsprechen und einer Drehung von 0,00058° = 0,0017 Ventzke, wiaihrend 
der von ihnen benutzte Apparat der Firma Schmidt & Haensch mit. einer 
Skala bis zu 0,1° Ventzke nach Angabe der Firma eine Genauigkeit von 
héchstens +- 0,02° Ventzke besitzt. Die von Lundsgaard und Holbell mit- 
geteilten Protokolle enthalten fiir jeden Versuch eine Reihe von 40 Ab- 
lesungen, die zwischen zwei, héchstens drei nebeneinander liegenden Werten, 
etwa 0,1 und 0,2° Ventzke schwanken, und deren algebraisches Mittel als 
Grundlage ihrer Berechnungen diente. 

Nach einer kurzen kritischen Stellungnahme zum Prinzip der Emp- 
findlichkeitssteigerung ausschlieBlich durch Wiederholung von Messungen 
sucht Krogh durch eine Reihe von Untersuchungen die Frage experimentell 
zu klaren. Auf verschiedene Weise ausgefiihrte Laingen- und Dicken- 
messungen fiihrten zu dem Resultat, daB zur Erreichung der Héchstgenauig- 
keit relativ wenige Messungen erforderlich sind. Die Untersuchung ver- 
schiedener Ventzkesaccharimeter ergab, daB bei stets erneuter Nullpunkts- 
einstellung im giinstigsten Falle die Empfindlichkeitsgrenze auf + 0,01° V. 
herabgedriickt werden kann. Zur Erreichung dieses optimalen Wertes sind 
zehn Beobachtungen ausreichend und mehr Beobachtungen sogar insofern 
unzweckmaBig, als die Genauigkeit dann durch die Ermiidung des Auges 
beeintrachtigt werden kann. Aut die Kroghschen Einwande hin unterzogen 
Lundsgaard und Holbell ihre Methode einer Revision. Sie versuchten die 
scheinbare Genauigkeit der Resultate durch Suggestion des Beobachters 
zu erklaren und muBten die Hinfalligkeit der gesamten Versuchsergebnisse 
einraumen. 

Die Kroghschen Untersuchungen iiber die Frage der Empfindlichkeits- 
steigerung durch Wiederholung von Beobachtungen sind insofern bis zu 
gewissem Grade unvollstindig, als sie die Lésung eines seiner Natur nach 
mehr theoretischen Problems auf rein experimentellem Wege erstreben. 
Die kurzen theoretischen Bemerkungen sind nur als allgemeine Erlauterung 
des Verfahrens der Wiederholung von Messungen aufzufassen. Ein Hinweis 
auf den Kern des Problems ist allerdings in der einschriankenden Bemerkung 
zu erblicken, daB die angefiihrten theoretischen Zahlenbeispiele nur insoweit 
gelten, als sie dem exponentiellen Fehlergesetz unterworfen sind. Als Er- 
ginzung der experimentellen Ausfiihrung Kroghs mégen folgende theoretisch- 
logische Uberlegungen dienen, die als Diskussion iiber den Anwendungs- 
bereich des exponentiellen Fehlergesetzes zu betrachten sind. 


Die Gaufschen Fehlerformeln 


E=>—, (II) 
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worin bedeutet: « den mittleren Fehler der Einzelablesung, E den mittlere: 
Fehler des Mittelwertes, S die Summe der Fehlerquadrate und n die Anzalh 
der Beobachtungen, finden nur Anwendung auf zufallige Beobachtungs 
fehler. Diese beeinflussen das Resultat in unbestimmter Weise und sin 
den Cesetzen der Wahrscheinlichkeitsrechnung unterworfen im Cegensat, 
zu den systematischen Fehlern, die einen einsinnigen EinfluB ausiiben. Dir 
durch eine Beobachtungsreihe durch Verminderung der zufalligen Fehle: 
zu erreichende Genauigkeit mu8 daher stets geringer sein als die durch de: 
systematischen Fehler allein bzw. durch die Summe der systematische: 
Fehler bewirkte, die in ihrer Gesamtheit die Fehlergrenze bzw. die Emp 
findlichkeit eines Me®instrumnents bedingen. Uber diese Grenze hinaus 
kann also ein Resultat durch noch so viele Ablesungen nicht genauer gemacht 
werden. Andererseits kann im Falle entsprechend kleiner systematischer 
Fehler durch steigende Zahl der Beobachtungen der Fehler beliebig ver 
kleinert werden. 

Wire der systematische Fehler kleiner als der der angestrebten Ce 
nauigkeit entsprechende zufallige Fehler, so wiirde das von Lundsgaarid 
und Holbell angewandte Verfahren anwendbar sein bei einer allerdings 
erheblich gréBeren Zahl von Einzelbeobachtungen. Wiirden die abgelesenen 
Werte abwechselnd 0,1 und 0,2° Ventzke betragen, so ware, wie Krog/ 
richtig ausfiihrt, der maximale Fehler der Einzelbeobachtung 0,05° Ventzke. 
Um nun den geforderten mittleren Fehler von 0,0017° Ventzke zu erreichen, 
waren nach Forme! (2) 864 Ablesungen erforderlich. 

Die Voraussetzung nun, daB bei einem MeBinstrument die systemati 
schen Fehler sehr viel kleiner sind als der kleinsten Skaleneinheit ent 
sprechen, darf a priori als unzutreffend angenommen werden. Meist wird 
z. B. die Teilung der Skala, ferner die gesamte MeBvorrichtung, die Uber 
tragung der Bewegung der Mikrometerschraube usw. so groBe und viele 
systematische Fehler einschlieBen, daB der erreichbaren Cenauigkeit durch 
Wiederholung von Messungen enge Grenzen gezogen sind. In diesem 
allgemein zutreffenden Falle sind, wie Krogh experimentell nachweist, nur 
wenige, meist zehn Ablesungen ausreichend, um die optimale Genauigkeit 
zu erzielen. Ist die obige Voraussetzung zutreffend, ist also der systematisch« 
Fehler bedeutend kleiner, als dem kleinsten Skalenteil entspricht, so wire 
damit ausgedriickt, daB8 die Teilung der Skala unzureichend ist. Im all- 
gemeinen muB vorausgesetzt werden, da bei den iiblichen MeBinstrumenten 
die Skalenteilung der Fehlergrenze entspricht und Ablesungsergebnisse wie 
die von Lundsgaard und Holbell erhaltenen entweder eine konstruktive 
Unvollkommenheit des Apparats oder eine unrichtige Methodik des Beol- 
achters anzeigen. Normalerweise kénnen also die gemessenen Werte niclit 
zwischen zwei nebeneinanderliegenden der kleinsten Skaleneinheit ent 
sprechenden Zahlen schwanken. sondern werden wenigstens einen be 
liebigen Wert innerhalb eines Dezimalbereichs annehmen. 


Allgemein auch ohne die vorangehenden Ausfiihrungen ist es 
selbstverstandlich, daB feine Messungen nur mit entsprechend feinen 
MeBvorrichtungen ausgefiihrt werden kénnen. Es erhebt sich nun die 
Frage, welcher Typ von Polarisationsapparaten den Anforderungen 
an hohe Empfindlichkeit am meisten entspricht bzw. im Sinne einer 
Empfindlichkeitssteigerung modifizierbar ist. 


Der erwihnte Ventzkesaccharimeter ist ein fiir die praktischen Zweck: 
der Zuckerindustrie konstruierter Apparat. der mit Quarzkeilkompensati: 
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ausgertistet ist und daher mit weiBem Licht beleuchtet werden kann. Die 
von Krogh angegebene Héchstempfindlichkeit von 0,01° Ventzke 0,0035° 
diirfte aber kaum realisierbar sein, da héchstwahrscheinlich systematische 
Fehler héherer GréBenordnung vorliegen. Bei sehr kleinen Drehungs- 
winkeln niamlich spielen die in den Quarzkeilen auftretenden Interferenz- 
erscheinungen eine Rolle. Fiir feinere Messungen kommen daher Sacchari- 
meter nicht in Frage. 

Die fiir genaue wissenschaftliche Untersuchung fast ausschlieBlich 
benutzten Polarimeter sind Halbschattenapparate nach dem Lippich- 
schen System. Die von der Firma Schmidt & Haensch gebauten iiblichen 
Laboratoriumsapparate nach Lippich besitzen eine in 360° geteilte 
Kreisscheibe mit Unterteilung von 0,25°, die mit Hilfe einer doppel- 
seitigen Noniusvorrichtung Ablesungen bis 0,01° gestatten. Ein Haupt- 
charakteristikum und Vorzug der Halbschattenapparate!besteht nun 
darin, daB die Empfindlichkeit abhangt von der GréBe des sogenannten 
Halbschattenwinkels. Beim Lippichschen Apparat wird dieser Winkel 
eingeschlossen von den Polarisationsebenen des durch das Polarisator- 
prisma und das Lippichsche Halbprisma gehenden Lichtes. Durch 
Drehen des Polarisators mittels eines am Polarisatorteil jedes Halb- 
schattenapparates befindlichen kleinen Hebels mit Winkelskala ist 
der Halbschattenwinkel verstellbar. 

Die Abhangigkeit der Empfindlichkeit vom Halbschattenwinkel 
wird ausgedriickt durch die Formel 
p-tg - 
0,001 94’ 


worin bedeutet 4f’’ den Ablesungsfehler im Sekundenmab, a den 
Halbschattenwinkel und p die photometrische Genauigkeit des Auges 
in Prozenten, die gleich 2 gesetzt wird (Schénrock). Der mittlere Fehler 
der Einzelablesung bei verschiedenen Halbschattenwinkeln ist ein- 
getragen in Tabelle I, und zwar theoretisch berechnet nach Formel (III) 


und experimentell nach Formel (II) aus 20 Nullpunktsablesungen. Es 
zeigt sich, daB bei hoher Empfindlichkeit die Genauigkeit hinter der 


Jp" (IIT) 


Tabelle I. 





Mittlerer Fehler der Einzelablesung 


theoretisch experimentell 

0.1 0.00025 0.0048 
0.5 0.0911 64,0023 

1 0,0025 0.0028 

S 0,005 0.0074 

3 0.0976 0.0069 

4 0.01 0.0077 

5 0,0126 0.0085 
10 0.025 0.016 
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theoretisch geforderten zuriickbleibt, wihrend bei geringerer Empfind- 
lichkeit die experimentellen Werte besser sind als die theoretisehen, 
ein Umstand, der wahrscheinlich auf suggestiver Beeinflussung des Beob- 
achters beruht. Der mittlere Fehler des Mittelwertes von 20 Ab- 
lesungen wird veranschaulicht durch das Diagramm in Abb. 1. Es 
bedeutet die Kurve A den theoretischen Wert, die Kurven B und ( 
die experimentellen Werte, von denen B bei groBem, C bei Mikro- 
gesichtsfeld erhalten wurde. Wie schon a. a. O. hervorgehoben, ist 
die Empfindlichkeit bei Einstellung des Mikrogesichtsfeldes stets ge- 
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Abb. 1. 


ringer als die bei Beobachtung des groBen Gesichtsfeldes, was bis auf 
einige Schwankungen bei den Halbschattenwinkeln 1, 9 und 10° auch 
aus dem Diagramm hervorgeht. 

Bei einem Halbschattenwinkel von 2° betragt der Ablesungsfehler 
bei 20 Ablesungen im Mittel + 0,001°. Eine héhere Empfindlichkeit 
anstreben zu wollen, ist wegen der schwierigen Ausschaltung vieler 
Fehlerquellen praktisch schwer durchfiihrbar. Wie das Diagramm 
zeigt, ist diese Empfindlichkeit experimentell aber erst bei einem 
Halbschattenwinkel von 1° zu erreichen. Man wird den Halbschatten- 
winkel also kleiner als 1° wahlen miissen, besonders bei der Mikro- 
polarisation, und zwar méglichst 0,25 bis 0,1°. Uber einen Halb 
schattenwinkel von 0,1° hinauszugehen, ist nach Schénrock un- 
zweckmabBig. 

Ein Instrument mit der Fahigkeit, Messungen so hoher Empfind- 
lichkeit von —- 0,001° auch praktisch ausfiihren zu k6nnen, ist nun 
schon vorhanden. ° Es ist dies das von der Firma Schmidt & Haensch 
gebaute Universalmodell nach Lippich mit optischer Bank und mikro- 
skopischer Ablesungsvorrichtung, die noch eine Schatzung von 0,0001" 
gestattet. Da derart empfindliche Messungen nur fiir physikalische 
Untersuchungen erforderlich sind, so ist ein Instrument so hoher 
Priazision wie das Universalmodell fiir chemische Zwecke von unnétiger 
Kompliziertheit. Im allgemeinen geniigt vielmehr das Laboratoriums 
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Polarimeter mit einem Ablesungsfehler von — 0,02°, und es war nur 
wiinschenswert, diesen Apparat so zu modifizieren, daB er auch fiir die 
Sonderzwecke der Polarimetrie schwach drehender Lésungen Ab- 
lesungen ausreichender Genauigkeit gestattet. 

Da nach den vorangehenden Ausfiihrungen die Empfindlichkeit 
eines Halbschattenapparates von der GréBe des Halbschattenwinkels 
abhangt, da ferner die optische Einrichtung aller Lippichschen Apparate 
prinzipiell ibereinstimmt, so kann durch entsprechende Kleinstellung 
des Halbschattens jeder tbliche Lippichsche Laboratoriumsapparat 
in ein hochempfindliches Instrument verwandelt werden, wenn nur 
eine entsprechend genaue Ablesungsvorrichtung vorhanden ist. Fiir 
die Zwecke der Polarimetrie schwach drehender Lésungen kommen 
nun im allgemeinen nur kleinere Drehungswinkel bis héchstens 0,5° in 
Betracht, so daB zur Einstellung meist nur héchstens wenige Um- 
drehungen der Mikrometerschraube erforderlich sind. Die Aufgabe, 
kleine Drehungswinkel genau zu messen, wird daher am einfachsten 
so gelést, daB an der Mikrometerschraube selbst eine Trommel mit 
Skala und Schneide angebracht wird. Die Ablesung kleiner Winkel 
erfolgt dann nur an der Trommel, ohne Riicksicht auf die Skalen am 
groBen Teilkreis. 

Mit der Einstellung eines kleinen Halbschattenwinkels und der 
Anbringung einer Trommelablesung ist das Problem der Umgestaltung 
des tiblichen Lippichschen Laboratoriumsapparates in ein hoch- 
empfindliches MeBinstrument fiir Sonderzwecke hauptsichlich mit 
Riicksicht auf die Mikropolarisation noch nicht vollstandig gelést. 
Der Empfindlichkeitssteigerung durch Halbschattenverkleinerung sind, 
abgesehen von anderen Griinden, vor allem durch die zunehmende 
Verdunkelung des Gesichtsfeldes Grenzen gezogen. Schon bei Halb- 
schattenwinkeln von | bis 2° ist bei Anwendung des Mikrogesichtsfeldes 
die Abnahme der Helligkeit so betrachtlich, daB selbst bei Verwendung 
relativ heller Lichtquellen die subjektive Empfindlichkeit mehr oder 
weniger stark herabgesetzt ist. Um iiberhaupt den geforderten kleinen 
Halbschatten anwenden zu kénnen, muBb die Bedingung ausreichender 
Lichtintensitat erfiillt werden, so daB die Frage der Empfindlichkeit 
letzten Endes eine Frage der Lichttechnik wird. 

Da bei den Polarimetern wie bei allen optischen sogenannten 
,.Lukeninstrumenten“ ein Lichtbiindel durch ein mit zwei oder mehreren 
Blenden versehenes Rohr in das Auge des Beobachters gelangen muB, 
so spielt nicht die absolute Lichtintensitét eine Rolle, sondern die 
auf die Einheit der leuchtenden Flaiche bezogene Flachenhelle. In 
Tabelle Il sind einige wichtigen Lichtquellen nach ihren absoluten 
und relativen Lichtintensitaéten gemessen in Hefnerkerzen nach Skaupy 
und Lax und Pirani zusammengestellt. 
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Tabelle Il. 





HK HK em? 
Peete. aoe max. 12 1,5 
ee ca. 50 9 
Gasglihlicht BP a, oss -— ca. 6 
Wolframdraht ... . 15—3000 800 
Nernst . Shee eg STE a — max. 450 
——. 56 000 18 000 
Wolframbogenlampe. . 80—1000 1500—3000 
Quecksilberquarzlampe . ca. 2000 — 
kiffekt-Kohlebogen . . ». 4000 — 
ee 7000—190 000 — ca. 42 000—110 000 


Die Versuche ergaben, da8 fiir die Zwecke der Polarisation bei kleinem 
Halbschatten von etwa 0,25 bis 0,1° und Anwendung der Mikroblende niu 
die hellsten Lichtquellen in Frage kommen. Wie aus der Tabelle ersichtlich 
ist, ist die Lichtquelle gréBter Flichenhelle das Becksche Bogenlicht mit 
verkupferten Kohlen. Die Verwendung dieser Lichtquelle bereitet aber 
Schwierigkeiten, da bei den iiblichen Kohlendurchmessern von 6mm e1 
hebliche Stromstirken von etwa 40 Amp. notwendig sind und infolge des 
Verdampfens und Verspritzens des Kupfers ein besonderes (ehiiuse mit 
Schornstein. Ein kleines Modell fiir Stromstarken bis 15 Amp. ist neuerdings 
von Plotnikoff angegeben worden.  Vollstandigkeitshalber sei erwihnt, 
daB auch die Beleuchtung mit Sonnenlicht unzweckmiaBig ist, da, abgesehen 
von anderen Schwierigkeiten, nur das hellste Licht der Sommersonne aus 
reicht. Bei Beleuchtung mit Wintersonne oder diffusem Tageslicht erscheint 
das Cesichtsfeld selbst bei relativ groBem Halbschatten von 2 und 3' 
absolut dunkel. 

Die allein geeignete Lichtquelle fiir die vorliegenden Zwecke ist 
eine Kohlenbogenlampe, und zwar wurde eine Leitzsche Tischbogen. 
lampe fiir 5 Amp. und Handregulierung benutzt. Um eine mdglichst 
giinstige Ausnutzung der Lichtquelle zu gewahrleisten, ist es zweck 
maBig, die letztere méglichst dicht an den Apparat zu_riicken 
und dann eine andere fiir die Entfernung passende Beleuchtungslinse 
kiirzerer Brennweite zu benutzen. An Stelle der geschliffenen Mattglaser. 
die zwischen Lichtquelle und Apparat geschaltet werden, bedient 
man sich vorteilhaft schwach saéuremattierter Glaser verschiedenen 
Mattierungsgrades oder verzichtet vollstandig auf ihre Verwendung 
Da aber dann meist die Trennungslinie der Gesichtsfeldhalften als 
schwarzer Strich hervortritt und die Flachen nicht gleichmaBig be 
leuchtet erscheinen, so bereitet die Einstellung gewisse Schwierigkeiten 
Als Einstellungstechnik wendet man dann die Methode der geringsten 
Helligkeitsdifferenzen der Gesichtsfeldhilften an durch  schnelles 
Hin- und Herdrehen der Mikrometerschraube. 

Rationeller ist die Verwendung einer gréBeren Bogenlampe vo! 
etwa 30 Amp., da infolge der gréBeren leuchtenden Flache mehr Lich‘ 
in den Apparat gelangt, als bei der kleinen Tischbogenlampe. Al 
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resehen aber von der Schwierigkeit der Entnahme der relativ groBen 
Stromstarke ist auch eine besondere Vorrichtung zum Schutze des 
\pparates gegen die starke Hitzeentwicklung notwendig. 

Die Apparatur', wie sie fiir vorliegende Untersuchungen diente, 
yeigt Abb. 2. Der Polarimeter ist ein iiblicher Lippichscher Apparat 
auf Bockstativ fiir Rohrliangen bis 220 mm. An der Mikrometerschraube 
ist eine Ablesungstrommel angebracht mit Unterteilung bis 0,002 und 
sicherer Schatzung von 0,001°. Die vollstandige Umdrehung der 
Trommel entspricht 04°. Da die Mikrometerschraube tangential zum 








Abb. 2. 


groBen Teilkreis wirkt, so kann eine geringe Ungenauigkeit dadurch ent- 
stehen, daB der am Teilkreis befindliche, von der Mikrometerschraube 
bewegte Hebel zu weit seitwarts gestellt wird. Die auf der Trommel ab- 
gelesenen Werte sind also nur dann ganz genau, wenn sich der er- 
wahnte Verbindungshebel méglichst in vertikaler Stellung befindet. 
Der Apparat wurde ferner mit einer Mikroblende yon 1 mm Durch- 
messer versehen, die auf die groBe Polarisatorblende aufgeschraubt 
werden kann und leicht nach Herausnahme des Blendenteils am 
Polarisator zu entfernen ist. Eine weitere Modifikation besteht in 
einer Beleuchtungslinse kurzer Brennweite. 


' Die gesamte beschriebene Zusatzapparatur wird von der Firma 
Schmidt & Haensch, Berlin 8 42, Prinzessinnenstr. 16, geliefert. 
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226 H.N. Naumann: Polarimetrie schwach drehender Lésungen. I. 


Die Leitzsche Tischbogenlampe ist mit Hilfe eines Stativs vor den 
Polarisatorteil so angebracht, da die horizontale positive Kohle in de 
Achse des Apparats liegt und der Krater 7¢m vom Apparat entfernt ist! 
Die Lampe ist mit Asbestpappe sorgfaltig abgeblendet. Zwischen Lamy 
und Apparat ist eine schwarze, in der Abbildung fortgelassene Pappwand 
aufgestellt mit einem der Beleuchtungslinse entsprechenden Ausschnitt 
vor dem ein Mattglas angebracht werden kann. Zur Beleuchtung der 
Trommelskala und des Schreibmaterials dient die aut der linken Seite der 
Abbildung sichtbare abgeblendete Lampe geringer Lichtintensitiit. 


Die eingehendere Erérterung der Bedingungen fiir die Ausfiihrung 
polarimetrischer, insbesondere mikropolarimetrischer Messungen groBer 
Feinheit mit der beschriebenen Apparatur soll weiteren Mitteilungen 
vorbehalten bleiben. 


Literatur. 


H. Landolt, Das optische Drehvermégen. Lundsgaard und Holbell, 
Journ. of biol. Chem. 62, 453; 65, 323, 363; 68, 4, 57. G. Krogh, eben 
daselbst 74, 393. Lundsgaard, Holbell, Gram, Rud, diese Zeitschr. 201, 
352, 1928. — H. N. Naumann, ebendaselbst 216, 136, 409, 1929. — Plotnikoff, 
Zeitschr. f. Elektrochem. 35, 436, 1929. Weitere Literaturangaben in 
den folgenden Mitteilungen. 


1 Der korrekte Strahlengang wird gepriift durch einen kleinen an 
das Analysatordiaphragma zu haltenden, mit zentrischen Kreisen ver- 
sehenen Blechschirm, auf dem das reelle Bild der Lichtquelle im inneren 
Kreise aufgefangen wird. Wichtig ist ferner die richtige Polung der Kohlen, 
da andernfalls der fiir die Beleuchtung maBgebende positive Krater ver- 
deckt wird. 


(Au 


Nac 
nac 
Ver 
Sali 


wel 


Ind: 
Bez 


im 


Salz 


ents 


zur 


0.05 


Wiss 








den 
1 de 
ist ! 
amy 
wand 
anitt, 


r der 


e der 


rung 
roBer 
ngen 


olbell, 
eben 

201, 
ikoff, 
en in 


mn an 

ver- 
neren 
yhlen, 
r ver- 





Uber die Giinzburgsche Reaktion. 


Von 
Franz Erben. 


(Aus dem chemischen Laboratorium der Krankenanstalt ..Rudolfstiftang“« 


in Wien III.) 


(Eingegangen am 21, Februar 1930.) 


Die Phloroglucin-Vanillinreaktion, welche von Ginzburg! fiir den 
Nachweis freier Salzsiure im Mageninhalt angegeben wurde, beruht 
nach Httl? auf der Rotfairbung einer bei der Reaktion erst entstehenden 
Verbindung, des Phloroglucin-Vanilleins, schon durch Spuren freier 
Salzsiure. Das Phloroglucin-Vanillein ist ein Triphenylmethanderivat, 
welches unter Wasserabspaltung sich bildet: 


OH 
Collier CoH OCH, 
o—6 34. 2(.H; (OH); C. CgHy(OH)g + H, 0. 
H Cg Hy(OH)s 
Vanillin H 


Diese Reaktion unterscheidet sich prinzipiell von den anderen 
Indikatorenreaktionen (wie Dimethylgelb, Kongo usw.) in mehrfacher 
Beziehung: 

1. Dadurch, daB die normalen Fettséuren und die Milchsaure 
im Gegensatz zu Salzsiure sie nicht geben, und 

2. auch die an EiweiB und Eiweibabbauprodukte gebundene 
Salzséure sie nicht gibt, was Giinzburg schon betonte: ferner 
3. dadurch, daB der reagierende Kérper bei der Reaktion erst 
entsteht und 

4. dadurch, daB die saurehaltige Fliissigkeit bei der Reaktion 
zur Trockne abgedampft wird. 

Die freie Salzsiure gibt die Reaktion noch in einer Menge von 
0.05eem einer 0,05°, igen Lésung (px 2.8) deutlich. An Ejiweib 


1 Zentralbl. f. inn. Med. 8, 737, 1887. 
2 Monatsh. f. Chem. 3, 637, 1882; Sitzungsber. d. Wiener Akad, d. 


Wiss. 1882, S. 557. 
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228 F. Erben: 


oder EiweiBbabbauprodukte gebundene Salzsiure gibt die Reaktion 
nicht. Eine mattrosa Farbung, nicht die karmoisinrote wie mit freicr 
Salzsdure, kann aber erhalten werden, wenn die Probe iiberhitzt wird 
Bei Uherhitzen der Probe geben Aminosaiuren sowie reines Eiweil} 
eine rothbraune Farbung, waihrend das Reagens allein beim Uberhitzen 
gelb- bis schwarzbraun wird. Da die Reaktion mit freier Salzsdure 
schon bei einer Temperatur von 80° erfolgt, fand ich es zweckmabiger, 
das Abdampfen der Probe auf dem Wasserbad vorzunehmen, wodurch 
noch andere Fehlerquellen ausgeschaltet werden (s. unten). 


Auber der Salzsiure geben andere anorganische Sauren die Reaktion, 
wie Schwefelsaure, Salpetersiure, Phosphorsdure, Arsensaure (5.107 °)* 
wahrend arsenige Saure (6.10 !°) negativ ist. Positiv ist aber die 


) und zwar noch sehr 


auBerst wenig dissoziierte Borséure! (6,6 . 10 
deutlich in n/10 Lésung mit einem py von 4,84, wahrend der py des 
Schwellenwertes der Salzsiure 2,8 ist. Ob bei dieser sehr auffalligen 
Differenz die Dreiwertigkeit der Borséure eine Rolle spielt oder ob ihre 
Dissoziation durch das Reagens gesteigert wird (wie durch Mannit, 
Glycerin), oder ob die Reaktion nicht von der Wasserstoffionenkonzen- 
tration allein abhangt, lasse ich dahingestellt. Die Nachpriifung der 
Reaktion mit einer Anzahl organischer Sauren ergab, da} die normalen 
Fettsiuren und die Oxysauren (Milchsaiure), auch ungesattigte Fett- 
sauren und Aminosduren die Reaktion nicht geben, auch nicht in 
Konzentrationen, deren Wasserstoffionenkonzentration diejenige des 
Schwellenwertes der HCl (py 2.8) noch bedeutend iibersteigt. 


n/l Milchsdéure mit einem py von 1,905 ist negativ, ebenso n/1 Essig- 
siure (py 2,366), n/1 Ameisensaure (py — etwa 1,8). Hingegen geben 
eine Anzahl von zweibasischen aliphatischen Sduren und die dreibasisch: 
Citronensdure positive Giinzburg sche Reaktion. n/10 Weinsaure mit 
einem py von 2,19 ist stark, n 10 Citronensiure mit py = 2,31 noch 
deutlich positiv. 

Giinzburg-negatir sind die einbasischen Saéuren: Ameisensaure (2,1 . 10~*)* 
Essigsaure (1,82. 10-5), Propionsaure (1,4. 10~—5), n-Buttersaéure (1,53 . 10~°), 
iso-Buttersdiure (1,48 .10-5), iso-Valeriansiure (1,6. 10~—°), Capronséure, 
Palmitinsiure, Stearinsiure, Olsiure, Leinélsiure (beim Uberhitzen rot, 
braun), Milchséure (1,55 .10-4), a-Oxybutterséure*, $-Oxybuttersdure. 
Glykokoll (bei Uberhitzen rotbraun), Alanin (bei Ubernitzen rotbraun), 
Leucin (bei Uberhitzen rotbraun), Tyrosin (bei Uberhitzen rotbraun), 
Livulinsadure. 


1 Worauf Lanz, Schweiz. med. Wochenschr. 2, 1057, 1921 hinwies. 

* Dissoziationskonstanten in der Klammer (zitiert nach Kolthoff, Ge- 
brauch der Farbenindikatoren. 3. Aufl. Berlin 1926). 

2 Ein Kahlbaumsches Praparat, das positiv reagierte, enthielt halo- 


genierte Buttersaure. 
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Giinzburgsche Reaktion. 229 


Von mehrbasischen organischen Siuren sind: 





Crunzburg-positir Gunzhurg-negatit 


die zwe/basischen : 


Oxalsaure (A, 38.1077, Ky 3.5.10-°) 
n409 noch deutlich 

Malonsaure (A, 1,63.1078, Ay 3. 19-*) 
n10 noch deutlich 

lsobernsteinsaure, schwach, bei Uber- Bernsteinsaure (bei Uberhitzen orange) 
hitzen deutlicher Glutarsiure 


Adipinsaure 
Pimelinsaure 
Korksaure 
Azelainsiiure / 
Sebacinsiure 
Maleinsaure (A, 1,54. 10-*, Ay 8.10°7) Fumarsaure (Ay 1,01.107°, Ay 5.107) 
deutlich bei Cberhitzen nur roétlichgelb 
(itraconsaure deutlich Itaconsiure bei Cberhitzen orange 
Mesaconsaure 
Oxymalon-(Tartron-)saure deutlich 
Apfelsaure (A, 4.1074, Ay 9.1078) 
deutlich 
Weinsaure (A, 9,7.10-4, Ay 9.10-°) 
n 10 deuthich 
Aminobernsteinsiure  (Asparagin- 
siure) bei Cberhitzen orange 
die dreibasische 
Citronensaure (A, 8,2.10-4, A, 5.107, 
K, 1.8.10°°) n 1 sehr deutlich, n'19 
eben noch 


Giinzburg-positiv sind ferner substituierte Sauren, wie Brom- 
propionsiure, Trichloressigsiure (AK 1,3.1071!: stark), Sulfosalicyl- 
siure (K 6,2 .10~4: stark), Sulfanilsiéure (schwach rosa, beim Uber- 
hitzen deutlich): Giinzburg-negativ sind (Karbolsiure), Kakodylsiure, 
Arsanilsiure, Salicylsiure, Gerbsiure, Gallussiure, Benzoesiure, 
Amidobenzoesaure!, Zimtsiure, Mandelsiure (rétlich bei Chberhitzen), 
Piperinsdure (orange), die zweibasische Phthalsdiure (orange) und die 
stark dissoziierte Pikrinséure (K 1,6.10~'). Beziiglich der Pikrinsiure, 
welche zu den starkst dissoziierten organischen Sauren gehért, ist zu be- 
merken, da® eine eventuelle Rotfirbung durch die Eigenfarbe der Pikrin- 
siure nicht verdeckt wird. Gibt man namlich zu 2 gtt.? einer Mischung 
von bis 1°, iger Pikrinsiure mit Giinzburgschem Reagens, welche auf 
dem Wasserbad und auch beim Uberhitzen absolut negativ reagiert, 
| gtt. einer 0,05° 9, igen HCI, so erhalt man eine deutliche positive, wenn 
auch sich etwas rascher verfliichtigende Reaktion. Das spricht wohl 
dafiir, daB die Pikrinsaure trotz ihrer starken Dissoziation die Reaktion 


1 


Beim Abspiilen der Schale bleibt ein in Wasser unléslicher rotet 
Belag zuriick. 
* gtt. Tropten (gutta). 
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Giinzburgsche Reaktion. 231 


Glaubersalz allein oder mit Essigsiiure oder Milchsiure auch auf dem 
Wasserbad mattrosa, mit violettem Stich. 

Essiqgsaures Natrium auf dem Wasserbad negativ, eventuell ganz 
schwacher mattrosa Hof, beim Uberhitzen rétlicher Hof. 

1 gtt. einer 1°, igen Lésung 1 gtt. 1°, iger Milchséiure auf dem Wasser- 
bad negativ, beim Uberhitzen mattrosa bis rosa. 

3 gtt. einer 1°, igen Lésung + 3 gtt. 1°, iger Milchséure auf dem Wasser- 
bad, rétlicher Hof. 

1 gtt. einer 1°, igen Lésung + 1 gtt. 1°, iger Essigsiiure auf dem Wasser- 
bad negativ. 

Variationen der Mischung von Salz mit Saure ergaben, daB der rétliche 
Hof mit zwnehmendem Séurezusatz schwacher wird und verschwindet. 

Essigsaures Kalium gibt allein, wie auch auf Zusatz von Essigsiure 
oder Milchsiure auf dem Wasserbad, ja auch beim Eindampfen bei etwa 80° 
eine deutliche Farbung, nicht leuchtend rot wie HCl, sondern mattbliulich 
rosa. Beim Uberhitzen stirker, aber nie leuchtend rot wie HC. 

Essigsaures Magnesium gibt schwach mattrosa Farbung. 

Essigsaures Ammonium ist negativ. 

Buttersaures Natrium negativ, beim Uberhitzen stark rétlicher Schimmer. 

Valeriansaures Natrium negativ, beim Uberhitzen starke, mehr briaun- 
lich rote Farbung. 

Olsaures Natrium negativ. 

Milchsaures Natrium in verschiedenen Konzentrationen allein oder 
nach Zusatz verschiedener Mengen und Konzentrationen von Essigsiiure 
und Milchsiure auf dem Wasserbad negativ, beim Uberhitzen mattrosa 
bis rosa. 

Von den untersuchten fettsauren Salzen reagiert das essigsaure 
Kalium am starksten und auch bei Wasserbadtemperatur mit dem 
(iinzburgschen Reagens, doch kommt das Kaliumsalz fiir die Magen- 
inhaltuntersuchung wohl nicht in Betracht. Aber auch die fettsauren 
Natriumsalze, die wohl im Mageninhalt vorkommen kénnen, reagieren 
unter Umstainden bei Wasserbadtemperatur, wenn auch mit einem 
matten, eventuell blaustichigen Rosa. Diese, wenn auch matten Reak- 
tionen beeintrachtigen zweifellos bis zu einem gewissen Grade die 
Brauchbarkeit der Giinzburgschen Reaktion zum Nachweis der freien 
Salzsiure im Mageninhalt, machen aber auch bei Verwendung dieser 

g 
Reaktion als Indikator zur Titrierung der freien Salzsiure die Be- 
stimmung des Endpunktes unter Umstinden zweifelhaft. Jedenfalls 
ist es notwendig, den flauen Ausfall der Probe nicht mehr positiv zu 
werten und die Probe nur auf dem Wasserbad, nicht iiber freier Flamme 
abzudampfen. Da es meiner Meinung! nach klinisch von grober Wichtig- 
keit ist, namentlich bei niedriger Aziditat des Mageninhalts mit Sicher- 


1 Siehe F. Erben, Wiener klin. Wochenschr. 1930. 
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nicht gibt, ohne daB sie die Reaktion als solche, sogar mit dem Schwellen. 
wert der HCl, stért. Das gleiche gilt von der Ameisensaéure und den 
anderen aliphatischen Sauren. 

Allerdings ist fiir die Essigsiure, Propionsiure, Buttersiure, 
Valeriansiure und Milchséure zu erwaigen, daB diese Sauren in kon- 
zentriertem Zustand gar nicht als Saure wirken (Pseudosiéuren nach 
Hantzsch'). Homogene Essigsiure enthalt nur 0,006°,, Propionsiure 
nur 90,0013 °., n-Buttersiure nur 0,001°, echte Sadure, homogene 
Ameisensiure aber etwa 5°, echte Saure. Das laBt sich in sehr einfacher 
Weise mit Kongopapier demonstrieren. Dasselbe bleibt namlich bei 
Befeuchten mit den genannten konzentrierten Sauren rot und wird 
sofort violett, wenn man das befeuchtete Kongopapier mit Wasser 
abspiilt. Nicht so verhalt sich die Giinzburg-negative Ameisensaure 
welche auch in konzentriertem Zustande Kongopapier blau (wie HC! 
nicht violett wie die Fettsauren) farbt. 

Mit Milchsiure ist bei sehr vorsichtigem Uberhitzen eine mattrosa 
Firbung zu erzielen, welche etwa der mattrosa Farbung entspricht, 
die durch Uberhitzen von salzsaurem EiweiB bei der Giinzburg-Probe 
erhalten werden kann. Sowohl mit der Milchsaure als auch mit eiweil} 
gebundener Salzsiure bleibt die Reaktion jedoch konstant negativ, 
wenn die Probe auf dem Wasserbad und nicht iiber freier Flamme ab. 
gedampft wird. 

Reines Chlornatrium ist Giinzburg-negativ auf dem Wasserbad 
wahrend bei vorsichtiger Cberhitzung eine schwach gelbe bis rétlichgelbe 
Farbung gelegentlich erhalten werden kann. Von Bumm aufmerksan 
gemacht, hat Giinzburg? verschiedene Salze von Giinzburg - negativen 
Sauren, auch nach Zusatz solcher freier Siuren untersucht und teilweise 
der HCl-Reaktion ahnliche Rotfarbungen bekommen, so mit Glaubersalz. 
Natrium aceticum, Natrium lacticum, Natrium aceticum und Milch- 


siure, Natrium lacticum und Essigsiure. Am _ wenigsten auffiillig 
ware noch die schwach positive Reaktion mit Chlorcalcium, dessen 
Saureion jodometrisch bestimmt werden kann. Chlorcalcium mit 


Essigsaure ergibt sogar ein kraftiges Rosarot bei der Probe. Giinzbury 
fand die Reaktionen mit diesen Salzen und Mischungen inkonstant 
, launenhaft*. 

Die Nachpriifung der Reaktion mit Salzen ergab folgendes: 

Chlornatrium, beim Abdampfen auf dem Wasserbad negativ, bein 
Uberhitzen bisweilen schwach gelbrosa. 

Mononatriumphosphat in 1° oiger Lésung negativ, in héheren Kon 
zentrationen positiv. 


1 Die Theorie der ionogenen Bindung als Grundlage der [onentheori 
Leipzig 1923. 
2 Centralbl. f. inn. Med. 11, 913, 1890. 
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heit festzustellen, ob der betreffende Magen Salzsaure sezerniert ode 
nicht, ware eine einfache und einwandfreie Probe auf free Salzsiiur 
ein klinisches Postulat. Weder Kongo, noch Dimethylgelb, noch ei: 
anderer Indikator entsprechen in Fallen niedriger Aziditat diesen 
Erfordernis, da ihre Umschlige von einem bestimmten py abhanger 
gleichgiltig ob dieses py durch H-lonen aus HCl oder einer Carboxy! 
gruppe bedingt ist. 

Bei der Giinzburgschen Reaktion besteht diese strikte Abhingigkeit 
von der H’-Konzentration nicht. Von den im = Mageninhalt vor 
kommenden Siuren, wenn von Vergiftungen mit Mineral- oder Oxal 
siiure, sowie vom GenuB von Apfel-, Wein-, Citronensiure enthaltenden 
Substanzen abgesehen wird, reagiert nur die freie Salzsaure positiy 
die eiweiBbgebundene Salzsiure, die normalen Fettsduren und di 
Milchsauren sind negativ. 

Wenn bei der Giinzburgschen Probe bei Abdampfen auf dem Wasse1 
bad eine lebhafte Karmoisinfarbung auftritt, kann mit Sicherheit 
die Gegenwart freier Salzsdure angenommen werden. — Erhalt) man 
bei derselben nur eine matte, eventuell blaustichige Rosafarbung ode 
einen negativen Ausfall, kann der Nachweis einer dann nur gering 
gradigen und insuffizienten Salzsdiuresekretion ausschlieBlich dadurch 
erbracht werden, daB eine der exakten chemischen Methoden = zu 
Bestimmung der Gesamtsa/zsiure (freie plus eiweiBgebundene Salz 
saure), wie sie von Sjoqvist, Liittke- Martins u.a. angegeben wurden, 
durchgefiihrt wird. In solchen Fallen kann auch nicht die exahkte Be 
stimmung des py, noch viel weniger eine Berechnung des py aus 
Titrationsresultaten (Kaufteil und Porges), aber auch nicht die Be 
stimmung der aktuellen Aziditaét durch Titration des Indikators nach 
Sahli zu entscheiden erlauben, ob die vorhandene geringe Aziditat 
auf geringe Mengen freier Salzsiure, oder auf eiweibgebundene Salzsaure 
oder auf organische Saéuren (Garungsfettsaiuren, Milchsaiure), oder aut 


eine Mischung beider zu beziehen ist. 


Zusammenfassung. 


1. Bei der Giinzburgschen Reaktion ist die Wasserstoffionen 
konzentration nicht das allein ausschlaggebende, so dafs an die Mit 
wirkung von Nebenvalenzen gedacht werden mub. Auch der Pseudo 
siiurecharakter, wie er vielen Fettsiuren zukommt, kommt in Betracht 

2. Neben freier Salzsiure und anderen Mineralsiuren reagieren 
auch mehrbasische organische Sauren, wie Oxalsaure, Apfelsaure 


Weinsaiure, Citronensiure und andere positiv, wiaihrend die normalen 


Fettsiuren und die Milchsdure negativ sind. 
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3. Eine ahnliche, aber matte Reaktion geben auch gewisse mineral- 


‘ure und fettsaure Salze, besonders beim Uberhitzen. 
4. Fir den Nachweis von freier Salzsiure im Mageninhait kann 
ie Reaktion verwendet werden, wenn auf dem Wasserbad, nicht iiber 
freier Flamme, abgedampft wird und wenn nur eine lebhafte Karmoisin- 
farbung als positiv gewertet wird, natiirlich nur bei Abwesenheit anderer 
Mineralsiuren und der unter 2. genannten organischen Sauren. 

5. Bei Auftreten von bloB matter Rosafairbung, also zweifelhaftem 
oder bei ganz negativem Ausfall, muB zum Nachweis einer eventuellen, 
dann jedenfalls insuffizienten Salzsiuresekretion eine exakte analytische 
Methode zur Bestimmung der Gesamtsalzsiure benutzt werden. 


Nachtrag bei der Korrektur. Das oben erwahnte auffallige Verhalten 
des essigsauren Natriums, Verschwinden des roten Hofes bei zu- 
nehmendem Zusatz von Milch- oder Essigséure, veranlaBte mich noch 
zur Priifung von Alkalien mit Giinzburgs Reagens. 

Gibt man in der Eprouvette zu Natron-, Kalilauge oder Soda- 
lisung das Reagens hinzu, so erhalt man schon in der Kalte dunkelrot- 
braune Farbung, schwachere mit Ammoniak, aber auch Kalkwasser 
gibt noch eine orange Farbung. Bis 5°,ige Salzsiure wird durch das 
Reagens gelb, 10- bis 20°,ige gibt einen rosafarbenen Niederschlag. 

Bei gew6hnlicher Ausfiihrung der Reaktion in der Porzellanschale 
auf dem Wasserbad abgedampft) geben n/10 Natron- oder Kalilauge, 
Losungen von Natrium- oder Kaliumcarbonat, Natriumbicarbonat 
rotbraune bis rétlichgelbe Farbungen, Magnesiumoxyd, Kalkwasser und 
Calciumcarbonat mattorange Farbung. Bei all diesen Farbungen wird 
bei Uberhitzen dieselbe dunkler und der rote Ton tritt deutlicher hervor, 
ohne daB aber diese rotgeténten Farbungen der lebhaften Karmoisin- 
farbe durch freie Salzsiure nahe kamen. Dieselben bleiben immer 
rotgelb, rotbraun, eventuell mit violettem, Stich. Daher sind diese 
durch Alkalien hervorgerufenen Reaktionen nicht mit Salzsdure- 
reaktionen zu verwechseln, abgesehen davon, da} man selbstverstandlich 
nur einen lackmussauren Magensaft auf freie Salzsiure priift. 











Die Fettresorption durch die Desaturation der Fettsiuren. 


Von 
H. Tangl und N. Berend. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Budapest.) 


(Eingegangen am 24. Februar 1930.) 


Die Arbeiten von Pfliiger (1900) hatten eine Wandlung der bis zu 
dieser Zeit einheitlichen Ansicht zur Folge, wonach die Fette in feinster 
Emulsion resorbiert werden. Er berichtete namlich dariiber, da die 
Lipase im Diinndarm die Fette in Glycerin und Fettsdure spaltet 
und die Fette als Glycerin und Seife resorbiert werden. Diese neue 
Ansicht hat jedoch nicht vollstandig durchdringen kénnen, da Muni 
und seine Mitarbeiter (1900) zahlreiche Beweise dafiir erbrachten., 
daB die Fette doch als solche in Emulsionsform resorbiert werden. Wenn 
man indessen die Arbeiten der neueren Zeit betrachtet, die sich mit 
der Reaktion des Darmsaftes befassen, so kommt man zu einer 
ganz anderen Ansicht. In diesen Arbeiten wird nimlich berichtet, dati 
man den Darmsaft falls sehr genaue H-lonenmessungen vorgenomme! 
werden, nicht, wie man bisher geglaubt hat, alkalisch, sondern neutral 
oder ein wenig sauer findet [J. H. Long und F. Fenger (1917), Schaudt 
(1925), Kostyal (1926)|. Bei solchen Reaktionen sind nun die Seifen 
nicht stabil, und auch die méglicherweise abgespaltenen Fettsauren 
finden sich in freier, nicht diffusibler Form vor. Mit der Léslichkeit 
der Fette in Galle und mit der Rolle der Gallensalze bei der Fett- 
resorption befaBten sich Dastre (1890). Moore und Rockwood (1897 
und Pfliiger (1901). In neuerer Zeit bewiesen Verzdr und Kuthy (1929 
daB sich die Fettsauren mit den Gallensiuren zu Additionsverbindungen 
vereinigen. Diese Verbindungen sind nun auch bei saurer Reaktion 
(bis py 6,2) stabil, und ihre wasserigen Losungen diffundieren gut durc! 
die Dialysierhiilsen. | Wahrscheinlich sind diese Verbindungen in 
molekulardisperser Form vorhanden. 

In unseren hier mitgeteilten Versuchen haben wir eine ganz ander 
Moglichkeit fiir die Resorption gefunden. In diesen Versuchen sin 
wir namlich zu der Ansicht gelangt, daB die Fettresorption wah 
scheinlich auf die Weise zustande kommt, daB die gesattigten Fettsauren 
wahrend der Verdauung in ungesattigte Fettsiuren tibergehen, dic in 
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\Vasser bereits léslich, durch die Darmwand diffundieren kénnen 
ind daher resorbiert werden. Wir versuchten auch, einige der ent- 
‘tandenen ungesattigten Fettsiuren mdglichst rein darzustellen und 
:u identifizieren. 


Schon viele Verfasser haben in ihren Arbeiten bewiesen, daB im 
Organismus ungesattigte Fettsiuren vorkommen. Abgesehen von der 
Olsdéure (CygH,,0,), die ja nur eine Doppelbindung hat, ist hier die Linol 
siure (Cy, H 3.0,), die zwei, und die Linolensa&ure (Cy, H3)0,), die drei Doppel- 
hindungen aufweist, zu nennen. So fand Hartley (1908) kleinere Mengen 
der Linolenséiure in der Leber, und spiter berichten Heiduschka und Stein- 
ruck (1921), sowie Bémer und Merten (1922), daB sie gréBere Mengen davon 
in Pferdefett, bzw. in Gansefett vorfanden. In der Literatur finden sich 
ferner auch Daten dariiber vor, daB auch Fettsiuren mit mehr als drei 
Doppelbindungen vorkommen. So fand T'sujimoto (1909) die Clupanodon- 
siure (CygH,gO,, oder nach neueren Untersuchungen aus dem Jahre 1922: 
('s2H,,O,), die er aus Dabél, dem Ole der Japanischen Sardine, hergestellt 
hat. Grey sowie Mac Arthur und Burton (1912) fanden im Gehirn Clupa- 
nodensaure (C,,H,,O,), die schon sechs Doppelbindungen aufweist. Hartley 
gewann (1908) aus Leber die Arachidonséure (Cy9H,,0,), die Levene (1922) 
dann aus Gehirnkephalin darstellte. Neuestens beschaftigt sich Bloor (1926) 
in mehreren Mitteilungen mit den ungesattigten Fettsiuren, die im Orga- 
nismus vorkommen. Nach seinen Ergebnissen sind wenig ungesittigte 
Fettséuren im Fettgewebe, dagegen viel in der Leber und im Muskelgewebe. 

Aus diesen Ergebnissen ist ersichtlich, daB die ungesattigten Fett- 
siuren im Stoffwechsel eine Rolle spielen. Dies bestatigten auch Joanovics 
und Pick (1910), die an Hunde Lebertran verfiitterten und einen betracht- 
lichen Teil des verabreichten Fettes in der Leber vorfanden. Die Jodzahl 
des Lebertrans war 130, und sie fanden, da®B die Jodzahl des Leberfettes 
noch héher war, wodurch erwiesen wird, daB die Fette eine Desaturation 
erlitten hatten. Hartley (1907) sowie spater Bloor (1926) fanden, daB die 
Jodzahl des Gewebefettes viel niedriger ist als die Jodzahl des Organfettes. 
In dem Bindegewebefett betragt nimlich die Jodzahl 40 bis 65 und in den 
Organen 110 bis 140. Leathes halt es bereits fiir wahrscheinlich, daB die 
Fette in der Leber desaturiert und auf diese Weise vom Organismus zum 
Verbrennen vorbereitet werden. 


Auf Grund dieser Feststellungen entschlossen wir uns, die Frage 
zu untersuchen, ob nicht die Fette bzw. ihre Sauren in ungesattigter 
Form resorbiert werden. Unsere ersten Versuche wurden in vitro 
in Dialysierhiilsen ausgefihrt. 


Versuchsanordnung. 


Zu den Versuchen wurden Ochsenblasengalle und PreBsaft von 


Ochsenpankreas verwendet. In einigen Fallen kam statt Pankreassaftes 
das Mercksche ,,Pancreatin’’ zur Anwendung. Die Galle wurde auf 
das Dreifache verdiinnt und mit ?/,, Teilen PankreaspreBsaft und ein 
wenig NaHCO,, sowie zur Verhiitung der Faulnis mit Chloreton ver. 
setzt. Mit diesem Gemisch fiillten wir die Dialysierhiilsen (Schleicher 
und Schill 578) und dialysierten bei Kérpertemperatur in stehendem 
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Wasser 24 Stunden lang. In jede Hiilse auBer den Kontrollhiilse 
wurde auch Tristearin oder Triolein gegeben. Nach 24 Stunde 
wurde die aubere Fliissigkeit herausgehoben, abgekiithlt und dure 
eine ausgezogene Pipette mit einer 3°, igen Lésung von Brom i: 
konz. Essigsiure tropfenweise versetzt. Von der Lésung wurde s 
viel verwendet, bis die Bromfarbe verschwunden und ein flockige: 
Niederschlag entstanden war. Nach 2 Stunden langem Stehenlassen in 
Eisschrank wurde der Niederschlag auf einem Filter gesammelt und mit 
kaltem Ather und nachher mit heiBem Benzol gewaschen. 

Die oben beschriebene Methodik beruht auf derselben Grundlag: 
wie die Hexabromidprobe von Hazura (modifiziert von Hehner uni 
Mitshel), unterscheidet sich von ihr jedoch dadurch, daB wir von eine: 
wasserigen Lésung ausgegangen sind, wahrend er die zu untersuchenden 
Fette in Eisessig lost. In jede Doppelbindung treten zwei Atome Brom 
ein, dabei entstehen in Wasser unlésliche Produkte, die als weiber 
Niederschlag ausfallen. Da unser Zweck nun der Nachweis der Brom 
produkte von stark ungesattigten Sauren war, setzten wir zum Nieder- 


schlag kalten Ather, in dem bekanntlich auch die Tetrabromide leicht 
léslich sind. Dann wollten wir die Oktabromide rein bekommen. Zu 
diesem Zewcke behandelten wir den Niederschlag mit siedendem Benzol, 
wodurch die Hexabromide gelést und entfernt werden kénnen. Mit 
diesem durch Ather und Benzol gewaschenen Niederschlag wurden 


dann die unten beschriebenen Versuche ausgefiihrt, um dadurch die 


Fettartigkeit des Niederschlages zu beweisen. 

Die Lipoidartigkeit des Niederschlages wird dadurch erwiesen 
daB er sich in Lauge lést, beim Schiitteln Schaum bildet und durch 
Sauren wieder ausgefallt wird. Der Niederschlag enthalt ferner Glycerin 
da die Acroleinprobe positiv ist. 


. Der Niederschlag lést sich auch, wenn man in die Lésung, die 


den Niederschlag enthalt, Wasserstoff einleitet. Wird der Niede: 


schlag auf diese Weise aufgelést, und tropft man wieder in Essigsaure 


geléstes Brom in die Fettsiurelésung, dann fallen die gesattigten Fett- 
siuren wieder in Form eines weiBen Niederschlages aus. 


Der Bromgehalt des Niederschlages wird durch die folgende 


Tabelle veranschaulicht. 


Tabelle I. 





Bromgehalt Theoretischer Bromgehalt der 
der Substanz in °'y stark ungesittigten Fette in °/9 


59,48 Trilinolat 52,2 

63,64 Trilinolenat 62,3 

64,03 Triclupanodonat 69,8 

76,60 Triarachidonat 66.8 
Mittel : 65,79 
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Wir bestimmten auch noch die Jodzahlen der Dialysierfliissigkeit in 
einem Versuch, bei dem wir in einige Dialysierhiilsen Galle, Pankreassaft 
und Tristearin und in andere bloB Galle oder Pankreassaft brachten. 
Die Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle enthalten. 


Tabelle II. 





Von Pankreas, Galle 
und Tristearin * 
nach 24 Std 
absorbiertes Jod 


Von Pankreas und 
Galle absorbiertes 
Pancreatin Jod vor dem 
Versuch 


g mg mg mg mg 


Von Pankreas und 
Galle absorbiertes 
Jod nach 24 Std 


Unterschied 


lo 60,0 85 215 140,0 

1 41,2 50,6 202,4 151,8 
15eem | 70,0 101,2 222.7 121.5 
Prebsaft | 39,0 50,6 177,1 126.5 


* Das Tristearin wurde vor dem Versuch auf seine Jodzahl untersucht, es absorbierte 
aber kein Jod. 


Wie aus den mitgeteilten Versuchsergebnissen ersichtlich ist, 
besteht der Niederschlag aus Oktabromiden. Dies wird durch die Lés- 
lichkeitsverhaltnisse und durch den Bromgehalt erwiesen. Durch 
Reduktion lieB sich namlich der Niederschlag wieder in Lésung bringen, 
und die so erhaltene wasserlésliche ungesittigte Saiure konnte wieder 
durch Sattigung mit Brom ausgeschieden werden. Der so gewonnene 
Niederschlag besteht aus Fett, da in ihm durch die Acroleinreaktion 
Glycerin nachgewiesen wurde und auch die gewonnenen Sauren sich 
verseifbar erwiesen. Man kann folglich sagen, daB es sich um ein in 
Wasser lésliches Fett handelt, das im Darm entsteht und dialysierbar 
ist. Bei seiner Entstehung spielt die Galle und der Pankreassaft eine 
groBe Rolle, wie dies die Jodzahlversuche lehren. Wir glauben daher, 
die Hypothese aufstellen zu diirfen, daB die Fette im Darm desaturiert 
und dadurch in Wasser léslich werden; diese kénnen dann infolge 
ihrer Dialysierbarkeit resorbiert werden. 


y . . . * . 
Uber die weiteren Eigenschaften des Fettes sowie iiber dessen 


Schicksal im Stoffwechsel soll in einer nachsten Arbeit berichtet werden, 
die auch die Beschreibung einer von uns ausgearbeiteten Mikromethode 
enthalten wird. 


Die Arbeit wurde unter der Leitung des Herrn Prof. Dr. G. Farkas 
ausgefiihrt. Fiir seine Ratschlage sind wir ihm zu groBem Dank ver- 
pflichtet. 

Zusammenfassung. 


Das Fett wird im Diinndarm zunachst durch die Desaturation 
der Fettsiuren in wasserlésliche Verbindungen iibergefiihrt, die dann 
als dialysierbare Stoffe resorbiert werden. 
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Berichtigung. 


In der Mitteilung von W. Hertz, diese Zeitschr. 217, 337, 
1930, lies Seite 338, 339 und 341 statt Versuch Nr. 10 stets 
Versuch Nr. 11. 
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